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         KARDITSA 2010 
 
Περίληψη 
 
Η χηµική ουσία διφθοροβενζουρόνη αποτελεί ένα ευρέως χρησιµοποιούµενο 
εντοµοκτόνο που δρα κυρίως µέσω της αναστολής της σύνθεσης της χιτίνης η οποία 
συµβάλει στο  σχηµατισµό του εξωσκελετού κυρίως των εντόµων. Στη παρούσα 
διπλωµατική εργασία µελετήθηκε η επίδραση της ουσίας αυτής στην αύξηση δύο 
ειδών µικροφυκών, των Ηαematococcus pluvialis και Ιsochrysis galbana, καθώς και 
στην επιβιωσιµότητα των  ιχθυδίων του λαβρακίου. Οι δύο πρώτοι οργανισµοί είναι 
πολύ σηµαντικοί στην εντατική θαλάσσια ιχθυοκαλλιέργεια, µιας και 
χρησιµοποιούνται ως ζωντανή τροφή στα πρώτα στάδια των ιχθυδίων, των δίθυρων 
µαλακίων και κάποιων καρκινοειδών. Επίσης, το λαβράκι αποτελεί µαζί µε την 
τσιπούρα τα πιο διαδεδοµένα εκτρεφόµενα ψάρια στη Μεσόγειο. Οι συγκεντρώσεις 
της ουσίας που εξετάστηκαν ήταν 500, 100, 50 και 25 ppm όσον αφορά στα 
µικροφύκη και 1500, 1000 και 500 ppm όσον αφορά στα ιχθύδια λαβρακίου. Σε κάθε 
πειραµατισµό η επώαση των οργανισµών παρουσία της διφθοροβενζουρόνης 
διήρκησε τέσσερεις ηµέρες. Tα αποτελέσµατα των πειραµατισµών έδειξαν ότι στη 
µεγαλύτερη συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης αναστέλλεται σηµαντικά η ανάπτυξη 
των µικροφυκών. Παρατηρήθηκε µεγάλη θνησιµότητα των ιχθυδίων που εκτέθηκαν 
στις συγκεντρώσεις 1500 και 1000 ppm, ενώ η θνησιµότητα ήταν πολύ µικρότερη 
στην µικρότερη συγκέντρωση (500 ppm) κατά τις πρώτες 24 ώρες. Για την σαφή 
ανάδειξη της δράσης της διφθοροβενζουρόνης επιλέχθησαν συγκεντρώσεις που ήταν 
πολύ υψηλότερες από αυτές που συνήθως απαντώνται στο περιβάλλον.  
 
 
 
Abstract 
 
Diflubenzuron (DFB) is a widely used insecticide that inhibits the chitin synthesis. 
The formation of the cuticle is disturbed because of the lack of chitin. The present 
experiments studied the effects of DFB on the growth of two species of microalgae, 
the Ηαematococcus pluvialis and the Ιsochrysis galbanα, and its effect on the viability 
of sea bass (Dicenrarchus labrax) juveniles. The first two organisms are very 
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important for the intensive aquculture, as they are used as live feeds for fish larvae, 
molluscan shellfish and some crustaceans. The sea bass Dicenrarchus labrax is one of 
the most widely cultured marine fish in the Mediterranean Sea. The concentrations of 
DFB that were examined were 500, 100, 50 and 25 ppm for the microalgae and 1500, 
1000 and 500 ppm for sea bass. The incubation of the organisms in the DFB solutions 
lasted four days in each experiment and the results demonstrated that the highest 
concentration of DFB induced a significant inhibition in growth in both microalgae 
species. In addition, when the concentrations were 1500 and 1000 ppm almost all sea 
bass fish died, but when it was 500 ppm the mortality was lower. The whole mortality 
was observed within the first 24 hours of exposure. To magnify the effect of the DFB 
particularly high concentrations were used, much higher than these commonly found 
in the environment. 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:12 EET - 137.108.70.7
 5 
Περιεχόµενα 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1.1 ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ ΚΑΙ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ……………………………………..…6 
1.2 ∆ΙΦΘΟΡΟΒΕΝΖΟΥΡΟΝΗ……………………………………………………..12 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ∆ΙΦΘΟΡΟΒΕΝΖΟΥΡΟΝΗΣ ΣΤΑ 
ΜΙΚΡΟΦΥΚΗ HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS ΚΑΙ ISOCHRYSIS GALBANA 
ΚΑΘΩΣ ΣΕ ΙΧΘΥ∆ΙΑ ΛΑΒΡΑΚΙΟΥ.  
2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ………………………………………………………………………18 
2.1.1. ΜΙΚΡΟΦΥΚΗ….……………………………………………………..19 
  2.1.1.1. Haematococcus pluvialis……………………………...…….22 
  2.1.1.2. Isochrysis galbana………………………………………......23 
2.1.2. Ιχθύδια λαβρακιού………………………………………………….....24 
2.2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 2.2.1. Μικροφύκη……………………………………………………………27 
  2.2.1.1. Haematococcus pluvialis………………………………...….27 
  2.2.1.2. Isochrysis galbana……………………………………...…...32 
  2.2.1.3. Ιχθύδια λαβρακιού…………………………………………..36 
2.2.3. Στατιστική ανάλυση…………………………………………...……...37 
2.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 2.3.1.  Haematococcus pluvialis……………………………………………...39 
 2.3.2. Isochrysis galbana……………………………………………………..40 
 2.3.3. Ιχθύδια λαβρακιού……………………………………………………..41 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ………………………………………………………46  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:12 EET - 137.108.70.7
 6 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
 
 
 
1.1. ΦΥΤΟΦΑΡΜΑΚΑ ΚΑΙ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 
 
 
Η σύγχρονη κοινωνία αντιλαµβάνεται όλο και περισσότερο την αξία των υγιών 
υδάτινων οικοσυστηµάτων αλλά και την επίδραση που έχουν οι ανθρώπινες δράσεις 
σε αυτά. Έτσι, τα τελευταία χρόνια επικρατεί η τάση για µείωση των αστικών και 
βιοµηχανικών ληµµάτων. Παράλληλα µε αυτήν την τάση, ο αγροτικός κόσµος 
εργάζεται προκειµένου να µειωθεί η χρήση των γεωργικών χηµικών φαρµάκων, 
όµως, και παρά την προσπάθεια αυτή, η χρήση τους στις καλλιέργειες ακόµα 
αυξάνεται. Αναµένεται ότι η χρήση τους θα µειωθεί καθώς προωθούνται σοδειές 
γενετικά τροποποιηµένες, ώστε να είναι περισσότερο ανθεκτικές (Battaglin, 2002). 
Κάποια ποσότητα των εντοµοκτόνων που χρησιµοποιούνται στις καλλιέργειες, που 
υπολογίζεται από 1 έως 2%, χάνεται από αυτές και εισέρχεται σε κοντινά ρεύµατα 
κατά τη διάρκεια των βροχοπτώσεων επιµολύνοντας έτσι τις υδάτινες συλλογές 
(Clark et al., 1999) ενώ είναι δυνατή και η επιµόλυνση των υπόγειων υδάτινων 
συστηµάτων (Kolpin et al., 2000).  Μεγαλύτερα ποσοστά αναµένονται για κάποια 
εντοµοκτόνα που προορίζονται για ειδικές χρήσεις και καταλήγουν στους αστικούς 
υπονόµους. Έτσι, αυτά τα εντοµοκτόνα χάνουν τον αρχικό τους στόχο, παύουν να 
είναι «προστάτες της σοδειάς», γίνονται µολυντές του περιβάλλοντος και 
ενοχοποιούνται ως πηγές στρες σε υδρόβια φυτά και ζώα.  
Επικρατεί ανησυχία από την έκθεση οργανισµών, που δεν αποτελούν τους 
αρχικούς στόχους, σε αυτές τις χηµικές ουσίες (Rao, 2006).  Σε πολλές περιπτώσεις οι 
υδάτινοι οργανισµοί εκτίθενται σε µείγµατα χηµικών τα οποία οδηγούν σε 
απρόβλεπτους κινδύνους µεγαλύτερους από αυτούς που, µε υπολογισµούς, 
προβλέπονται για τα αποµονωµένα χηµικά. Παρά τις παραπάνω ανησυχίες, υπάρχει 
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σχετικά µικρή έρευνα η οποία να καταδεικνύει τους κινδύνους από την ανάµειξη των 
εντοµοκτόνων στο περιβάλλον στους µη-στόχους υδρόβιους οργανισµούς. Αυτό το 
κενό στην έρευνα οφείλεται σε πλήθος παραγόντων, όπως παραδείγµατος χάριν, το 
κόστος διεξαγωγής των τοξικολογικών αναλύσεων σε χιλιάδες πιθανά µείγµατα 
εντοµοκτόνων (και θρεπτικών ουσιών) που βρίσκονται στο περιβάλλον (Battaglin, 
2002).  
Η χρήση ουσιών για την καταπολέµηση των ανεπιθύµητων οργανισµών και ίσως 
για τη βελτίωση των αποδόσεων χρονολογείται πολύ παλιά. Ήδη στον Όµηρο γίνεται  
αναφορά στην αποµάκρυνση του εντοµοκτόνου “θείο” το 800 π.χ. Ο Πλίνιος 
πρότεινε  τη χρήση του αρσενικού ως εντοµοκτόνο το 50 µ.χ. Το σουλφίδιο του 
αρσενικού χρησιµοποιήθηκε στην Κίνα τον 16ο αιώνα. Μετά το 1900 εντοπίζεται η 
αρχή της συστηµατικής και ευρείας χρήσης πλήθους εντοµοκτόνων (Battaglin, 2002). 
Τα περισσότερα από αυτά ήταν ανόργανα άλατα όπως ο χλωριούχος υδράργυρος, ο 
θειικός χαλκός, διάφορες ουσίες που περιείχαν σελήνιο, ψευδάργυρο, φθόριο και 
άλλα. Κατά τη διάρκεια του εικοστού αιώνα, η χρήση των εντοµοκτόνων και των 
χηµικών λιπασµάτων αυξήθηκε παγκοσµίως προκειµένου να βελτιωθεί η παραγωγή 
(Mannion, 1995). Εντοµοκτόνα όπως το DDT και οι χλωριωµένοι υδατάνθρακες, 
εκτός από τη χρήση τους στις καλλιέργειες, χρησιµοποιήθηκαν για τον έλεγχο των 
µολύνσεων και στους ανθρώπους από διάφορα αρθρόποδα έντοµα, όπως ψύλλους και 
κρότωνες. Πολλά εντοµοκτόνα, που παρήχθησαν στις αρχές του περασµένου αιώνα, 
είχαν σχεδιαστεί ώστε να είναι ιδιαίτερα ανθεκτικά. Ενώ τα περισσότερα από αυτά 
έχουν απαγορευτεί στην Αµερική, µικρές ποσότητες από αυτά ανευρίσκονται ακόµα 
στις υδάτινες συλλογές της Αµερικής (Gilliom, 1985). Με το πέρας του χρόνου έγινε 
αντικατάσταση αυτών των πρώτων εντοµοκτόνων από άλλα σκευάσµατα µε 
διαφορετικές δραστικές ουσίες. Μέχρι το 1965 υπήρχαν από 250 έως 400 δραστικές 
ουσίες οι οποίες χρησιµοποιούνταν σε περίπου 10.000 σκευάσµατα (Edwards, 1970). 
Μέχρι το 1980, υπολογίζεται κατά προσέγγιση ότι υπήρχαν γύρω στα 575 ενεργά 
συστατικά τα οποία χρησιµοποιούνταν σε περίπου 15.000 προϊόντα (Gianessi, 1992), 
ενώ µέχρι το 2000 τα ενεργά συστατικά  που χρησιµοποιούνταν ήταν 900 σε  
παραπάνω από 20.000 προϊόντα  (Aspelin, 1999). Επικρατεί η άποψη ότι η χρήση των 
εντοµοκτόνων τα επόµενα χρόνια δεν θα είναι µεγάλη µιας και οι έρευνες έχουν 
στραφεί στην παραγωγή  τέτοιων σοδειών που να είναι γενετικά τροποποιηµένες και 
ανθεκτικές σε έντοµα και ζιζάνια. 
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Ένας πλήρης ορισµός των εντοµοκτόνων έχει διατυπωθεί από τον Οργανισµό των 
Ηνωµένων Εθνών για τα Τρόφιµα και τη Γεωργία  (FAΟ, Food and Agriculture 
Organization of the United Nations) το 2002. Ορίζει το εντοµοκτόνο ως «κάθε ουσία 
ή µείγµα ουσιών που προορίζεται για την πρόληψη, την εξάλειψη ή τον έλεγχο 
οποιουδήποτε εντόµου, συµπεριελαµβανοµένων των ενδιάµεσων ξενιστών, και 
ανεπιθύµητων ειδών φυτών ή ζώων που προκαλούν βλάβες ή αλλοιώσεις στην 
παραγωγή, την αποθήκευση, τη µεταφορά ή διαχείριση των τροφίµων,  των 
αγροτικών αγαθών, της ξυλείας και των παραγώγων της ή των ζωοτροφών. Επίσης, 
ουσίες που χορηγούνται σε ζώα για τον έλεγχο των εντόµων, αραχνοειδών ή άλλων 
παράσιτων που βρίσκονται µέσα ή πάνω στο σώµα τους. O όρος περιλαµβάνει, τέλος, 
τις ουσίες που έχουν δράση ρυθµιστική, αποφυλλιστική, αφυγραντική ή 
προλαµβάνουν την πρόωρη πτώση του καρπού και ουσίες που χρησιµοποιούνται στη 
σοδειά, πριν ή µετά τη συγκοµιδή, για να προστατέψουν το προϊόν από την αλλοίωση 
κατά την αποθήκευση ή µεταφορά (FAO, 2002). 
Η τοξικότητα  των εντοµοκτόνων στο περιβάλλον εξαρτάται από πολλούς 
παράγοντες. Οι παράγοντες αυτοί, καθώς και εκείνοι που επηρεάζουν την ευαισθησία 
των θαλάσσιων οργανισµών, έχουν µελετηθεί εκτεταµένα. Έχει βρεθεί ότι 58 από τα 
89 είδη των εντοµοκτόνων που εξετάστηκαν στους κυπρίνους και σε κάποια είδη 
υδρόβιων εντόµων ήταν πολύ πιο τοξικά σε υψηλότερες θερµοκρασίες (Hashimoto, 
1986). Σύµφωνα όµως µε τον ίδιο συγγραφέα, η πλειονότητα των εντοµοκτόνων 
µειώνει την τοξικότητα της όταν υπάρχει υψηλότερο pH. Έχει αποδειχτεί, για 
παράδειγµα, ότι η συγκέντρωση της πενταχλωροφαινόλης στο χρυσόψαρο µειωνόταν 
όταν αυξανόταν το pH κι έτσι η συγκέντρωσή της δεν έφτανε σε επίπεδα που 
µπορούσαν να θανατώσουν το ψάρι, µε αποτέλεσµα να µειώνεται και η τοξικότητα 
της πενταχλωροφαινόλης στο ψάρι. 
Τα ψάρια και οι υπόλοιποι υδρόβιοι οργανισµοί εκτίθενται στα εντοµοκτόνα µε 
τρείς βασικούς τρόπους: 
1) ∆ιαδερµικά, µε απευθείας απορρόφηση από το δέρµα σε µολυσµένα µε τα εν 
λόγω φάρµακα νερά, 
2) Από την αναπνευστική οδό, µε απευθείας απορρόφηση των εντοµοκτόνων από 
τα βράγχια και 
3) Μέσω της πεπτικής οδού, µε την κατάποση µολυσµένου νερού ή τροφής. 
   Όταν η µόλυνση ενός οργανισµού είναι αποτέλεσµα της κατανάλωσης άλλων 
µολυσµένων  οργανισµών, τότε αυτή ονοµάζεται “δευτερογενής µόλυνση”. Για 
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παράδειγµα, ψάρια που καταναλώνουν νεκρά έντοµα, που είχαν εκτεθεί σε 
εντοµοκτόνα, είναι  πιθανό να πεθάνουν, εάν η ποσότητα του εντοµοκτόνου που 
έφεραν τα έντοµα είναι µεγάλη.   
Οι επιπτώσεις των εντοµοκτόνων στην υγεία των ψαριών και των άλλων υδρόβιων 
οργανισµών µελετώνται από την τοξικολογία των υδρόβιων οικοσυστηµάτων, που 
είναι η επιστήµη που µελετά τις επιπτώσεις των περιβαλλοντικών µολυντικών 
στοιχείων στους υδρόβιους οργανισµούς. Η πρόκληση βλαβών από τα εντοµοκτόνα 
στα ψάρια και τους άλλους υδρόβιους οργανισµούς εξαρτάται από:  
   1) την τοξικότητά τους, 
   2) το χρόνο έκθεσης, 
   3) τη συχνότητα έκθεσης, και  
   4) την ανθεκτικότητα των ουσιών στο περιβάλλον (Helfrich, 1996). 
 Όσο περισσότερο ‘δηλητηριώδες’ είναι ένα εντοµοκτόνο τόσο περισσότερο 
τοξικό χαρακτηρίζεται. Μερικά εντοµοκτόνα είναι εξαιρετικά τοξικά, ενώ κάποια  
άλλα σχεδόν καθόλου. Ο χρόνος έκθεσης αναφέρεται στην διάρκεια κατά την οποία 
ένας οργανισµός έρχεται σε επαφή µε το εντοµοκτόνο. Έτσι, ενώ µια µικρής 
διάρκειας έκθεση σε κάποιον χηµικό παράγοντα µπορεί να έχει µικρή επίδραση στα 
ψάρια, µια µακροχρόνια έκθεση µπορεί να προκαλέσει βλάβη. Το µέγεθος της δόσης 
αναφέρεται στην ποσότητα του εντοµοκτόνου στην οποία ένας οργανισµός εκτίθεται 
(πρόσληψη δια της πεπτικής οδού, διαδερµικά, ή δια της αναπνευστικής οδού). Η 
έκθεση σε µια µικρή δόση ενός πολύ τοξικού παράγοντα µπορεί να προκαλέσει πιο 
σοβαρή βλάβη από την έκθεση σε µία µεγάλη δόση ενός λιγότερο τοξικού 
παράγοντα. Οι δόσεις ορίζονται από το βάρος της ουσίας ανά βάρος του οργανισµού 
(συνήθως mgr δραστικής ουσίας ανά Kg σωµατικού βάρους ) ή ως συγκέντρωση του 
τοξικού παράγοντα στο νερό ή στην παρεχόµενη τροφή (συνήθως εκφραζόµενη ως 
µέρη στο εκατοµµύριο, ή ως µέρη στο δισεκατοµµύριο, ppm και ppb αντίστοιχα). 
 Η θανατηφόρος δόση είναι η ποσότητα (δόση) του εντοµοκτόνου που επιφέρει 
θάνατο. Το LC 50 είναι η συγκέντρωση της ουσίας που θανατώνει το 50%  του προς 
εξέταση πληθυσµού σε ένα προκαθορισµένο χρόνο, συνήθως µεταξύ 24 µέχρι 96 
ωρών (Helfrich, 1996). 
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Πίνακας 1: Κλίµακα επικινδυνότητας εντοµοκτόνων (Virginia State University) 
 
Κλίµακα επικινδυνότητας 
Τοξικότητα LC50(mg/l) 
Ελάχιστη >100 
Μικρή  10 – 100 
Μεσαία 1 – 10 
Υψηλή  0.1 – 1.0 
Πολύ υψηλή 0.01 - 0.1 
Εξαιρετικά υψηλή < 0,01 
 
Η έκθεση των υδρόβιων οργανισµών σε ένα εντοµοκτόνο εξαρτάται από τη 
βιοδιαθεσιµότητα, τη βιοσυγκέντρωση, τη βιοµεγέθυνση και την ανθεκτικότητά του 
στο περιβάλλον. Η βιοδιαθεσιµότητα αναφέρεται στην ποσότητα του εντοµοκτόνου 
στο περιβάλλον που είναι διαθέσιµη στους υδρόβιους οργανισµούς. Μερικά 
εντοµοκτόνα διασπώνται ταχύτατα στο περιβάλλον, ενώ άλλα δεσµεύονται από 
σωµατίδια που αιωρούνται στη στήλη του νερού ή στον πυθµένα µειώνοντας, έτσι, τη 
διαθεσιµότητά τους. Μερικά διαλύονται ταχύτατα στο νερό ή εξατµίζονται στον αέρα 
και, για το λόγο αυτό, η βιοδιαθεσιµότητά τους µειώνεται. Η βιοσυγκέντρωση 
αναφέρεται στην συσσώρευση των εντοµοκτόνων στους ιστούς των οργανισµών σε 
επίπεδα µεγαλύτερα από αυτά που υπάρχουν στο νερό ή στο µέσο που εφαρµόζονται. 
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Μερικά ψάρια µπορούν να βιοσυγκεντρώσουν συγκεκριµένα εντοµοκτόνα στους 
ιστούς τους ή σε συγκεκριµένα όργανα (ειδικά στον λιπώδη ιστό) σε επίπεδα έως και 
δέκα εκατοµµύρια φορές µεγαλύτερα από αυτά του νερού. Η βιοµεγέθυνση είναι η 
συσσώρευση των εντοµοκτόνων στα διαδοχικά επίπεδα της τροφικής αλυσίδας. Έτσι,  
για παράδειγµα, αν ένα εντοµοκτόνο υπάρχει σε µικρές ποσότητες στο νερό, µπορεί 
να απορροφηθεί από τα υδρόβια φυτά, τα οποία µε την σειρά τους καταναλώνονται 
από έντοµα και µικρά ιχθύδια, ενώ, στη συνέχεια, αυτά καταναλώνονται από 
µεγαλύτερα ψάρια. Το αποτέλεσµα αυτής της διαδικασίας είναι αύξηση της 
συγκέντρωσης του εντοµοκτόνου στα τελευταία επίπεδα της τροφικής αλυσίδας. 
Ψάρια όπως το λαβράκι, η πέστροφα και άλλα, καταναλώνοντας µολυσµένες µε 
εντοµοκτόνα τροφές  βιοσυγκεντρώνουν υψηλά επίπεδα των φαρµάκων στον λιπώδη 
ιστό τους. Η κατανάλωση των ιχθυδίων αυτών είναι επικίνδυνη για την δηµόσια 
υγεία αφού τα εντοµοκτόνα αυτά µπορούν να περάσουν και στους ανθρώπους.  
  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:12 EET - 137.108.70.7
 12 
1.2. ∆ΙΦΘΟΡΟΒΕΝΖΟΥΡΟΝΗ 
Μία από τις κατηγορίες εντοµοκτόνων είναι αυτή που στοχεύει στη ρύθµιση της 
ανάπτυξης των εντόµων. Σε αυτήν ανήκουν ουσίες που µιµούνται νεανικές ορµόνες 
(ορµόνες των άωρων µορφών των εντόµων), ουσίες ανάλογες των αντί-νεανικών 
ορµονών και αναστολείς της σύνθεσης της χιτίνης. Από την τελευταία οµάδα ουσιών 
η πιο γνωστή και ευρέως µελετηµένη ουσία είναι η διφθοροβενζουρόνη. Η χηµική 
ουσία διφθοροβενζουρόνη, αποτελεί τη δραστική ουσία του εµπορικού προϊόντος 
Dimilin®  (Christiansen, 1986) (Chemtura Europe Limited, Berkshire UK) και 
χρησιµοποιείται ευρέως και, κατά κύριο λόγο, στη γεωργία στα περισσότερα είδη 
καλλιεργειών καθώς και στα δάση, για την καταπολέµηση διαφόρων εντόµων, που 
προκαλούν σοβαρά προβλήµατα στα φυτά και στον άνθρωπο, όπως για παράδειγµα 
τα κουνούπια. Στην Ελλάδα η διφθοροβενζουρόνη χρησιµοποιείται εκτεταµένα στην 
καταπολέµηση των κουνουπιών και η εφαρµογή της γίνεται µε αεροψεκασµούς των 
περιαστικών περιοχών και των ορυζώνων. Η ουσία αυτή αναστέλλει το σχηµατισµό 
της χιτίνης κατά την φάση της έκδυσης των εντόµων και είναι δραστική στα αρχικά 
στάδια ανάπτυξης των εντόµων (Marx, 1977). Ευαίσθητα είναι έντοµα που ανήκουν 
στις οικογένειες των Λεπιδόπτερων, Κολεόπτερων και ∆ίπτερων. Η χιτίνη είναι ένα 
σηµαντικό συστατικό του εξωσκελετού των εντόµων και της επιδερµίδας άλλων 
οργανισµών. ∆εν απαντά στα σπονδυλωτά, αλλά σε αυτά υπάρχουν ουσίες ανάλογες 
µε την χιτίνη όπως το υαλουρονικό οξύ. Στα πλεονεκτήµατα της διφθοροβενζουρόνης 
περιλαµβάνονται η εξειδικευµένη της δράση στα έντοµα, η χαµηλή βιοσυγκέντρωση 
στο περιβάλλον και ο γοργός ρυθµός διάσπασης (Meola, 1980). Η δράση της όµως 
δεν είναι ειδική κατά των συγκεκριµένων εντόµων. Εκτός των εντόµων, τα οποία για 
τους λόγους που περιγράφηκαν παραπάνω είναι ανεπιθύµητα, υπάρχουν και άλλα 
έντοµα τα οποία είτε είναι αδιάφορα είτε είναι χρήσιµα, όπως, για παράδειγµα, οι 
µέλισσες οι οποίες είναι ευαίσθητα στην δράση της διφθοροβενζουρόνης. Επίσης, 
υπάρχουν και  κάποιοι οργανισµοί που συνθέτουν χιτίνη, στους οποίους η δράση της 
διφθοροβενζουρόνης είναι δυσµενής π.χ κάποια αρθρόποδα, διάφορα κωπήποδα, 
κάποια µαλακόστρακα και άλλα, ενώ άλλοι οργανισµοί είναι ανθεκτικοί, όπως 
κάποιοι µύκητες και κάποια θαλάσσια διάτοµα.  
Η διφθοροβενζουρόνη διασπάται είτε µε υδρόλυση, είτε µε διάσπαση του εδάφους, 
είτε µε το µεταβολισµό από φυτικούς ή ζωικούς οργανισµούς (Eisler, 2007). Η 
διάσπασή της γίνεται µε καταστροφή του δεσµού µεταξύ της καρβονιλικής  και της 
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αµίδικης οµάδας της ουρίας. Τα συνήθη προϊόντα της διάσπασης είναι το 2,6-
διφθοροβενζοικό οξύ και 4-χλωροφαινυλουρία. Επίσης, είναι δυνατό να προκύπτουν 
και άλλοι µεταβολίτες όπως τα 2,6-διφθοροβενζαµίδη και 4- χλωροανιλίνη. Τα 
προϊόντα αυτά είτε δεσµεύονται από άλλες διαλυτές στο νερό ουσίες είτε 
µεθυλιώνονται ή ακετυλιώνονται µε βιολογικούς µηχανισµούς (γίνεται προσθήκη 
µεθυλίου ή ακετυλίου αντίστοιχα), (Metcalf et al. 1975) . Ο ρυθµός διάσπασης της 
διφθοροβενζουρόνης στο νερό και στο έδαφος εξαρτάται από το µέγεθος των 
σωµατιδίων της ουσίας, τη θερµοκρασία, το pH και την παρουσία µικροοργανισµών 
και οργανικής ύλης. Πιο συγκεκριµένα, ο ρυθµός διάσπασής της είναι ταχύτερος όταν 
το µέγεθος των σωµατιδίων της ουσίας είναι µικρότερο ή όταν υπάρχει άνοδος της 
θερµοκρασίας, άνοδος του pH, ή αύξηση της συγκέντρωσης των µικροοργανισµών 
και της οργανικής ύλης ( Ivie et al. 1980, Pritchard and Bourquin 1979, Hansen, 
1982). Ο χρόνος ηµίσειας ζωής της στο γλυκό νερό είναι 3 ηµέρες σε pH ίσο µε 10 
και σε θερµοκρασία 36° Κελσίου. Σε  pH  ίσο µε 6 και στην ίδια θερµοκρασία η 
διφθοροβενζουρόνη είναι πιο ανθεκτική και ο χρόνος ηµίσειας ζωής υπολογίζεται 
στις 9 ηµέρες. Είναι σταθερή υπό την ηλιακή ακτινοβολία και σε συνθήκες 
αποθήκευσης. ∆ε διεισδύει στους ιστούς των φυτών και δεν έχει κάποια συστηµατική 
επίδραση σε αυτά. Κατά συνέπεια, τα έντοµα που τρέφονται αποµυζητικά από τα 
φυτά, γενικά, δεν επηρεάζονται από τη διφθοροβενζουρόνη και έτσι παρατηρείται η 
επιλεκτική δράση της. Επίσης, αποµακρύνεται δύσκολα από την επιφάνεια των 
φυτών. Η επίδραση όµως των φυσικών φαινοµένων όπως οι βροχές, οι άνεµοι καθώς 
και η φυσική απόπτωση των φύλλων, έχουν ως αποτέλεσµα την αποµάκρυνση της 
ουσίας από τα φυτά. Το εντοµοκτόνο αυτό, όπως και άλλες ουσίες που 
χρησιµοποιούνται στη γεωργία, µέσω διαφόρων οδών, καταλήγει τελικά στα υδάτινα 
οικοσυστήµατα, επηρεάζοντας τη ζωή των υδρόβιων οργανισµών που ζουν εκεί.  
Η τοξικότητα της διφθοροβενζουρόνης στα θηλαστικά, φαίνεται να είναι πολύ 
µικρή αν και δεν υπάρχουν πολλά δεδοµένα. ∆εν προκαλεί µεταλλάξεις, 
καρκινογένεση ή τερατογενέσεις.  Βέβαια, έχει καταδειχτεί ότι κάποιοι µεταβολίτες 
του όπως η 4-χλωροανιλίνη, σχετίζεται µε καρκινογένεση στους ανθρώπους (EPA, 
2006). Ωστόσο, σε πειράµατα έχει παρατηρηθεί µεθαιµοσφαιριναιµία καθώς και 
άλλες διαταραχές του αίµατος, ύστερα από δερµατική, από το στόµα ή από το 
αναπνευστικό έκθεση στη διφθοροβενζουρόνη, σε πολλά είδη. Επιπλέον, έχουν 
παρατηρηθεί και βλάβες στο ήπαρ ορισµένων ειδών, ενώ σε πειράµατα σε ποντικούς 
και αρουραίους, που λάµβαναν την ουσία για 2 χρόνια, παρατηρήθηκε διόγκωση του 
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ήπατος και της σπλήνας. Σε άλλες έρευνες βρέθηκε πτώση της τεστοστερόνης σε 
κάποια θηλαστικά όπως ταύρους και ποντίκια, καθώς και σε κάποια πτηνά (ETN, 
2006).  
Άλλες  µελέτες έχουν ήδη καταδείξει την τοξικότητα της διφθοροβενζουρόνης 
στους διάφορους υδρόβιους οργανισµούς, όπως κάποια ψάρια, διάφορα καρκινοειδή 
και άλλα (Fischer, 1992). Αυτή φαίνεται να ποικίλει και  να εξαρτάται από το είδος 
του οργανισµού, την ηλικία ή το στάδιο του βιολογικού κύκλου του, καθώς και την 
σύνθεση του σώµατός του (π.χ. αν υπάρχει εξωσκελετός ή όχι). Σε γενικές γραµµές, 
τα οστρακοειδή φαίνεται να είναι οι πιο ανθεκτικοί οργανισµοί, στη συνέχεια 
ακολουθούν τα ψάρια, ενώ τα πιο ευαίσθητα είναι διάφορα υδρόβια καρκινοειδή 
(κυρίως τα µαλακόστρακα)  και έντοµα (Εisler, 2007). Τα µαλακόστρακα είναι οι πιο 
ευαίσθητοι οργανισµοί που δεν αποτελούν στόχο της ουσίας. Σε αυτά 
συγκαταλέγονται και σηµαντικοί οργανισµοί όπως η αρτέµια, η γαρίδα, ο αστακός, η 
καραβίδα και άλλα. Η δυσµενής επίδραση της διφθοροβενζουρόνης και σε αυτούς 
τους οργανισµούς αφορά στην ανάπτυξη, την επιβίωση, την αναπαραγωγή τους, την 
συµπεριφορά τους, την αναγέννηση άκρων και άλλα. (Eisler, 1992). Καθώς η 
τοξικότητα της διφθοροβενζουρόνης είναι παρόµοια  στα έντοµα και στα 
καρκινοειδή, θα πρέπει να δοθεί µεγάλη προσοχή όταν χρησιµοποιείται τόσο αυτή 
όσο και άλλοι αναστολείς σύνθεσης της χιτίνης, ως εντοµοκτόνα σε περιοχές όπου 
υπάρχουν υδρόβια καρκινοειδή. ∆ιαφορετικά, µπορεί να προκληθεί οικολογική 
διαταραχή µε επιπτώσεις στη διατροφή, το µεταβολισµό, την ανάπτυξη, την 
αναπαραγωγή και την επιβίωση µεγάλου αριθµού οργανισµών, οι οποίοι δεν 
αποτελούν τους αρχικούς στόχους αυτών των ουσιών (Christiansen, 1986). 
Έρευνες που έγιναν για την τοξικότητα της διφθοροβενζουρόνης σε διάφορα είδη 
ψαριών, κατέδειξαν ότι η τοξικότητά της είναι σχετικά µικρή (το LC50 για 96 ώρες 
ήταν µεγαλύτερο από 50 mg/L  (Fisher and Hall, 1992). Παρόλ’ αυτά, τα ψάρια 
µπορούν να συγκεντρώσουν την ουσία αυτή στο σώµα τους έως και 160 φορές 
περισσότερο από τη συγκέντρωση του νερού, αλλά η συγκέντρωσή της στους ιστούς 
των ψαριών σταδιακά µειώνεται (Schaefer et al., 1980). To LC50 (δηλαδή η 
συγκέντρωση της ουσίας που προκαλεί τον θάνατο στο 50% του υπό εξέταση 
πληθυσµού) για ορισµένα είδη ψαριών φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:12 EET - 137.108.70.7
 15 
 
 
Πίνακας 2: LC50 της ουσίας διφθοροβενζουρόνης για ορισµένα είδη ψαριών (πηγή extonet) 
Φεγγαρόψαρο (Βluegill sunfish) 660 ppm 
Φοξίνος αλµυρού νερού (Saltwater minnow) 255 ppm 
Ιριδίζουσα πέστροφα (Rainbow trout) 240 ppm 
Γατόψαρο (Channel catfish) 180 ppm 
 
 
Σε επιτόπιες έρευνες δεν έχουν αναφερθεί θάνατοι σε ψάρια . Εκτός από την ίδια 
τη διφθοροβενζουρόνη, τοξικοί είναι και διάφοροι µεταβολίτες της, όπως η 4 χλωρο-
ανιλίνη, η οποία είναι πιο τοξική και από την ίδια την διφθοροβενζουρόνη  (Eisler, 
1992). Ο µεταβολίτης αυτός, σύµφωνα µε έρευνες σε ψάρια, φαίνεται ότι έχει πολύ 
µικρότερο LC50 σε σύγκριση µε τη διφθοροβενζουρόνη. Συγκεκριµένα, το 
φεγγαρόψαρο είναι το πιο ευαίσθητο ψάρι στην 4-χλωροανιλίνη µε τιµή LC50 (96 h) 
2.3 mg/L (Julin and Sanders, 1978). Βέβαια, η συγκέντρωση αυτή στο περιβάλλον 
είναι εξαιρετικά απίθανο να παρατηρηθεί µε τις τωρινές πρακτικές εφαρµογής της 
διφθοροβενζουρόνης. 
.  
Η δράση της διφθοροβενζουρόνης στα υδρόβια ασπόνδυλα ποικίλει. Τα µαλάκια 
είναι ελάχιστα ευαίσθητα (το LC50 είναι µεγαλύτερο απο 200 mg/l). Σε άλλα 
ασπόνδυλα το LC50 ποικίλει από 1 έως >1000µg/l, αντανακλώντας τις επιδράσεις των 
διάφορων µειγµάτων στους νεαρούς οργανισµούς. Οι διάφορες άλγες φαίνεται να 
είναι ιδιαίτερα ανθεκτικές. Οι υδρόβιοι φυτοπλανκτονικοί οργανισµοί, βέβαια, 
απορροφούν και κατακρατούν τη διφθοροβενζουρόνη και την απελευθερώνουν κατά 
διαστήµατα (Fisher, 1992). 
Σύµφωνα µε τα παραπάνω η τοξικότητα και η παραµονή της διφθοροβενζουρόνης 
στο υδρόβιο περιβάλλον εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως τη µορφή της, 
τη συχνότητα της εφαρµογής, την ποσότητα της οργανικής ύλης, το είδος του 
ιζήµατος, το pH και τη θερµοκρασία του νερού. Οι βιολογικοί παράγοντες είναι πιο 
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σηµαντικοί από τους φυσικούς στην εκτίµηση της τοξικότητας της παραπάνω ουσίας. 
Αναφορικά, το στάδιο ανάπτυξης  των εξεταζόµενων οργανισµών, η συχνότητα και ο 
συγχρονισµός της εκκόλαψης τους κατά την περίοδο δράσης του εντοµοκτόνου 
αποτελούν µερικούς από αυτούς (Cunningham, 1986). 
Ανήκει στην οικογένεια των βενζουλφαινολών (Benzoylphenyl urea). Η ονοµασία 
κατά IUPAC είναι 1-(4-χλωροφαινυλ)-3-(2,6-διφθοροβενζοϋλ)ουρία [1-(4- 
chlorophenyl-3-(2,6- difluorobenzoyl) urea]. 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Χηµική δοµή της διφθοροβενζουρόνης 
 
Η διφθοροβενζουρόνη είναι ένα αποτελεσµατικό εντοµοκτόνο που δρα στο 
σχηµατισµό της επιδερµίδας εµποδίζοντας την σύνθεση της χιτίνης (Deul et al 1978). 
Θεωρείται ως µη διασυστηµατικό εντοµοκτόνο επαφής και στοµάχου µε βιολογική 
δράση, καθώς αναστέλλει τη σύνθεση της χιτίνης και παρεµβαίνει, έτσι, στο 
σχηµατισµό της επιδερµίδας του εξωσκελετού των εντόµων µέσω της παρεµπόδισης 
της ενσωµάτωσης της Ν-ακετυλογλυκοζαµίνης στη χιτίνη (Nakagawa et al., 1993). 
Πιο συγκεκριµένα, δρα εµποδίζοντας τη δράση του ενζύµου συνθετάση της χιτίνης, 
το οποίο είναι το τελευταίο ένζυµο κατά τη διαδικασία σχηµατισµού της χιτίνης από 
γλυκόζη (Muzzarelli, 1986). Ενεργεί κατά το στάδιο της εκκόλαψης των αυγών ή της 
έκδυσης των προνυµφών. Για το λόγο αυτό, η διφθοροβενζουρόνη είναι πιο δραστική 
κατά την ανάπτυξη των νεαρών σταδίων των ευπαθών οργανισµών και κυρίως κατά 
την διαδικασία της έκδυσης). Σε γενικές γραµµές, τα πιο ευαίσθητα είδη έχουν 
συγκριτικά σύντοµες προνυµφικές και νυµφικές περιόδους και οι οργανισµοί 
πραγµατοποιούν έκδυση συχνά (Rodrigues and Kaushik, 1986). 
Η διφθοροβενζουρόνη είναι µια λευκή, κρυσταλλική ουσία. Το σηµείο τήξης της 
καθαρής ουσίας είναι 230-232 ºC, ενώ των φαρµακοτεχνικών µορφών είναι περίπου 
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210-230 ºC. Το σκεύασµα είναι ελάχιστα διαλυτό στο νερό (0,2 mg/l στους 20 ºC). Σε 
ιονισµένους διαλύτες η διαλυτότητά της είναι αρκετά καλή και εξαρτάται από το 
βαθµό της πολικότητας (ιονισµού) του κάθε διαλύτη. Οι συνήθεις φαρµακοτεχνικές 
µορφές που απαντώνται στο εµπόριο είναι υδατοδιαλυτή σκόνη (25% w/w), ελαιώδες 
συµπυκνωµένο σκεύασµα (45% w/v), συµπυκνωµένο εναιώρηµα (48% w/v) ή µία 
κοκκώδης µορφή που χρησιµοποιείται σε συγκεκριµένες περιπτώσεις. 
Η διφθοροβενζουρόνη χρησιµοποιείται και ως εξωπαρασιτοκτόνο, σε ορισµένες 
περιπτώσεις, στις ιχθυοκαλλιέργειες, όπως για παράδειγµα για την καταπολέµηση 
των κωπήποδων, που µπορεί να αποτελούν ενδιάµεσους ξενιστές νηµατωδών 
σκωλήκων, όπως το  Αnguillicola crassus σε δόσεις µέχρι 0,015 mg/L, που δεν 
επηρεάζουν τα βιολογικά φίλτρα (Αθανασοπούλου, 2006). Άλλα εξωπαράσιτα, στα 
οποία είναι αποτελεσµατική η διφθοροβενζουρόνη, είναι το crustaceans Lernaea 
cyprinacea και Dolops carvalhoi (Schalch et al.,2005). Η διφθοροβενζουρόνη είναι 
µία από τις ευρέως χρησιµοποιούµενες ουσίες για τον έλεγχο των εξωπαρασίτων στις 
ιχθυοκαλλιέργειες στην Βραζιλία (Mabilia and Souza, 2006). Επίσης, έχει 
χρησιµοποιηθεί και ως συµπλήρωµα στα σιτηρέσια των κοτόπουλων, των βοοειδών 
και των χοίρων για τον έλεγχο των εντόµων στα κόπρανά τους ή ψεκάζεται απευθείας 
στα κόπρανα (Giga 1987).   
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:12 EET - 137.108.70.7
 18 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ∆ΙΦΘΟΡΟΒΕΝΖΟΥΡΟΝΗΣ 
ΣΤΑ ΜΙΚΡΟΦΥΚΗ HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS KAI ISOCHRYSIS 
GALBANA KΑΘΩΣ ΚΑΙ ΣΕ ΙΧΘΥ∆ΙΑ ΛΑΒΡΑΚΙΟΥ 
 
 
 
 
 
 
2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
Η παρούσα εργασία επικεντρώθηκε στην επίδραση του εντοµοκτόνου 
διφθοροβενζουρόνη  στην αύξηση του µικροφύκους Haematococcus pluvialis και του 
Isochrysis galbana που χρησιµοποιούνται ευρύτατα στην εντατική θαλάσσια 
ιχθυοκαλλιέργεια. Μελετήθηκε επίσης, η επίδραση αυτής της ουσίας και στο λαβράκι 
του οποίου η εντατική καλλιέργεια είναι ευρέως διαδεδοµένη στη Μεσόγειο 
θάλασσα. 
Οι καλλιέργεια των µικροφυκών αποτελεί αναπόσπαστο κοµµάτι των 
δραστηριοτήτων σε ιχθυογενητικούς σταθµούς αφού αποτελούν τροφή είτε του 
ζωοπλακτού (τροχόζωα, αρτέµια) που χρησιµοποιείται µε την σειρά του ως τροφή 
των λαρβών των εκτρεφόµενων ιχθύων, είτε των ίδιων των λαρβών. Επίσης, 
χρησιµοποιούνται και για την διατροφή µαλάκιων και καρκινοειδών. Παρόλο που 
γίνονται προσπάθειες αντικατάστασής τους από τεχνητές τροφές µε σκοπό τη µείωση 
του κόστους παραγωγής, αυτό δεν κατέστη δυνατό λόγω των σηµαντικών ωφελειών 
που παρουσιάζουν στην επιβιωσιµότητα και ανάπτυξη των νυµφών των ιχθύων. 
Το λαβράκι αποτελεί µαζί µε την τσιπούρα τα βασικότερα εκτρεφόµενα είδη 
ιχθύων στην Ελλάδα αλλά και στις περισσότερες χώρες της Ευρώπης. Οι πρώτες 
προσπάθειες εξασφάλισης άγριου γόνου για εντατική καλλιέργεια στην Ελλάδα, 
έγιναν στην δυτική Ελλάδα την περίοδο 1987-1990. Από τις προσπάθειες αυτές 
προέκυψαν σηµαντικές πληροφορίες για την οικολογία και τη συµπεριφορά του 
γόνου λαβρακίου και γενικά των ευρύαλων ψαριών (Κλαδάς et al., 1989). 
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2.1.1 Μικροφύκη 
 
Τα πλαγκτονικά µονοκύτταρα φύκη είναι αυτότροφοι οργανισµοί. 
Αντιπροσωπεύουν την αφετηρία της τροφικής αλυσίδας και συνιστούν το πρώτο 
επίπεδο της πρωτογενούς παραγωγής (Muller-Feuga, 1977). Κατά συνέπεια, τα 
µικροφύκη, αποτελούν τη βάση της διατροφής των υδρόβιων οικοσυστηµάτων και 
παίζουν ζωτικό ρόλο στην εκτροφή των υδρόβιων οργανισµών, όπως τα µαλάκια, τα 
καρκινοειδή και τα ψάρια. Επιπλέον, υπάρχουν πολυάριθµες εφαρµογές των 
φωτοτροφικών µικροργανισµών στη διατροφή των ανθρώπων και των ζώων, την 
υγεία και την κοσµετολογία. Χρησιµοποιούνται επίσης στην παραγωγή ανανεώσιµης 
ενέργειας (Muller-Feuga, 1977). Τελευταίες έρευνες αναφέρουν την παραγωγή 
βιοκαυσίµων από µικροφύκη. Τα βιοκαύσιµα αυτά θεωρούνται µάλιστα βιοκαύσιµα 
3ης γενιάς και φαίνεται να εµφανίζουν καλύτερες ιδιότητες από αυτά της πρώτης 
(ενεργειακές καλλιέργειες) και της δεύτερης γενιάς (λιγνοκυτταρινικά υλικά) 
(Παπαγιαννάκος, 2009). 
Τα µικροφύκη  Haematococcus pluvialis. και Isochrysis galbana που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή, βρίσκονται σε υψηλές συγκεντρώσεις 
στα φυσικά υδάτινα οικοσυστήµατα την άνοιξη και το φθινόπωρο, περίοδοι κατά τις 
οποίες οι συνθήκες της θερµοκρασίας και της αλατότητας είναι οι ευνοϊκότερες για 
την ανάπτυξή τους και όπου οι συγκεντρώσεις των διαλυµένων µεταλλικών αλάτων 
στο νερό είναι σηµαντικές (Κλαδάς, 2006). Τα µικροφύκη χαρακτηρίζονται ως 
µικροσκοπικά βιολογικά εργοστάσια που χρησιµοποιούν τη φωτοσύνθεση για να 
µετατρέψουν το διοξείδιο του άνθρακα και το φως του ήλιου σε ενέργεια, τόσο 
αποτελεσµατικά που µπορούν να διπλασιάσουν το βάρος τους πολλές φορές µέσα σε 
µια ηµέρα. Για την ανάπτυξή τους, κυρίως, απαιτείται ηλιακή ενέργεια και διοξείδιο 
του άνθρακα. Το κύριο χαρακτηριστικό τους είναι η γρήγορη ανάπτυξη και η µεγάλη 
πληθυσµιακή πυκνότητα. Ταξινοµικά, υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός οικογενειών, ο 
οποίος προσδιορίζεται σύµφωνα µε διάφορα κριτήρια (Κλαδάς, 2006):  
-φωτοσυνθετικές χρωστικές, 
-δοµή της µεµβράνης, 
-ύπαρξη µαστιγίων, 
-σύνθεση των κυττάρων κ.τ.λ. 
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Παρόλο που η τροφική αλυσίδα έχει πολλά επίπεδα, µόνο τα µαλάκια και κάποιοι 
ακόµα οργανισµοί είναι πραγµατικοί πλαγκτονοφάγοι για όλη τη διάρκεια της ζωής 
τους. Άλλοι οργανισµοί είναι πλακτονοφάγοι σε πρώιµα στάδια (νύµφες ψαριών ή 
προνύµφες άλλων οργανισµών) και στα επόµενα στάδια γίνονται σαρκοφάγα ή 
παµφάγα. Παρόλ’ αυτά, τα φύκη είναι απαραίτητα για τη διατροφή των λαρβών για 
µια σύντοµη περίοδο, είτε έµµεσα ως τροφή για τη ζωντανή λεία τους (τροχόζωα, 
αρτέµια), είτε για άµεση κατανάλωση, όπως στην περίπτωση των µαλάκιων και 
κάποιων καρκινοειδών όπως π.χ. των γαρίδων. Στους ιχθυογεννητικούς σταθµούς τα 
µικροφύκη καθώς και τα τροχόζωα και η αρτέµια παράγονται στην ίδια τη µονάδα. Η 
‘τεχνική των πράσινων νερών’, δηλαδή του εµπολουτισµού των νερών µε φύκη σε 
τέτοιο βαθµό που να εµφανίζονται πράσινα, είναι µέρος της ευρέως 
χρησιµοποιούµενης τεχνικής για την εκτροφή λαρβών ψαριών της θάλασσας. Με τα 
φύκη αυτά τρέφονται τα τροχόζωα και στη συνέχεια µε τα τροχόζωα τρέφονται οι 
λάρβες των ψαριών. Για παράδειγµα, για την εκτροφή των νυµφών τσιπούρας 
(Sparus aurata) οι τελικές συγκεντρώσεις των κυττάρων των µικροφυκών του 
Ιsochrysis spp. και του Chlorella spp. µέσα στο νερό εκτροφής θα πρέπει να είναι της 
τάξεως των 50.000 και 400.000 κύτταρα/ml αντίστοιχα. Για την εκτροφή των νυµφών 
του καλκανιού (Scophthalmus maximus) απαιτούνται 60.000 κύτταρα/ml  Tetraselmis 
spp. ή 130.000 κύτταρα/ml I. galbana (FAO, 1992).  
Τις τελευταίες δεκαετίες έχουν εξεταστεί αρκετά είδη µικροφυκών για τη χρήση 
τους ως τροφή. Από αυτά όµως λιγότερα από είκοσι χρησιµοποιούνται ευρέως. Για τη 
χρήση τους αυτή πρέπει να πληρούν κάποιες προϋποθέσεις, όπως να έχουν το 
κατάλληλο µέγεθος και σχήµα, να αναπτύσσονται ταχύτατα σε µαζικές καλλιέργειες 
και επίσης να είναι ανθεκτικά σε µεταβολές της θερµοκρασίας, της έντασης του 
φωτός καθώς και σε µεταβολές των θρεπτικών συστατικών που µπορούν να συµβούν 
σε συνθήκες καλλιέργειας. Τέλος, πρέπει η βιοχηµική τους σύσταση και εποµένως η 
θρεπτική τους αξία να είναι η επιθυµητή, ενώ θα πρέπει, ακόµα, να είναι ελεύθερα 
τοξινών που θα µπορούσαν να µεταφερθούν διαµέσου της τροφικής αλυσίδας. Είναι 
αξιοσηµείωτο ότι, ακόµα και τώρα, µετά από πολλές έρευνες, οι ιχθυοπαραγωγικές 
µονάδες χρησιµοποιούν ακόµα τα ίδια είδη µικροφυκών (Brown, 2002) . 
Τα διάφορα είδη µικροφυκών διαφέρουν ως προς τη θρεπτική τους αξία η οποία 
εξαρτάται από πολλούς παράγοντες. Για  το λόγο αυτό συνήθως επιλέγεται ένα 
µείγµα από φύκη. Τα είδη των µικροφυκών που χρησιµοποιούνται ευρέως και έχουν 
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υψηλή θρεπτική αξία είναι τα C. calcitrans, C. muelleri, P. lutheri, Isochrysis sp. 
(T.ISO), T. suecica, S. costatum και Thalassiosira pseudonana (Brown et al., 1997). 
Η θρεπτική αξία των µικροφυκών εξαρτάται σε σηµαντικό βαθµό από την 
περιεκτικότητά τους σε λιπαρά οξέα. Η βιοχηµική τους σύνθεση στη φάση της 
προχωρηµένης λογαριθµικής αύξησης τυπικά έχει ως εξής : 30-40% πρωτεΐνη, 10-
20% λίπος και 5-15% υδατάνθρακές (Renaud, Thinh & Parry,1999). Τα 
πολυακόρεστα λιπαρά οξέα που παράγονται από τα µικροφύκη, όπως το 
είκοσιπενταενοϊκο οξύ (EPA) και το αραχιδονικό οξύ (AA) είναι απαραίτητα για τις 
περισσότερες λάρβες (Sergeant, McEvoy & Bell, 1997). Η αναλογία των λιπαρών 
οξέων διαφέρει από είδος σε είδος και οι διαφορές αυτές σχετίζονται µε την τάξη της 
συστηµατικής κατάταξης στην οποία ανήκουν τα φύκη, παρόλο που υπάρχουν 
παραδείγµατα σηµαντικών διαφορών ακόµα και µεταξύ µικροφυκών του ίδιου είδους. 
Τα περισσότερα είδη µικροφυκών έχουν αυξηµένα ποσοστά EPA όπως π.χ. το 
Isochrysis sp και το Pavlova sp ενώ κάποια είδη είναι πλούσια σε άλλα λιπαρά οξέα 
όπως π.χ. µικροφύκη που ανήκουν στις κρυπτοµονάδες, έχουν αυξηµένα ποσοστά 
DHΑ εικοσιδιεξαενοϊκό οξύ ( C22:6) (0,2 έως 11%). Συνήθως, τα είδη µικροφυκών 
που έχουν χαµηλά ποσοστά σε είκοσι και εικοσιδιοπενταενικό οξύ έχουν χαµηλή 
θρεπτική αξία και γι’ αυτό και δεν χρησιµοποιούνται ως αποκλειστική διατροφή 
(Brown et al., 1997).  Παρόλο που η σηµασία των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων 
έχει αναγνωριστεί, δεν έχει σαφώς εξακριβωθεί ποια είναι η απαιτούµενη ποσότητα 
στη διατροφή των λαρβών και νεαρών οργανισµών που τρέφονται άµεσα µε 
µικροφύκη. Οι Thompson, Guo & Harrison (1993) βρήκαν ότι η διατροφή υψηλής 
περιεκτικότητας σε κορεσµένα λιπαρά ήταν πιο ευεργετική για τις ταχέως 
αναπτυσσόµενες λάρβες, καθώς η ενέργεια απελευθερώνεται πιο αποτελεσµατικά 
από τα κορεσµένα παρά από τα ακόρεστα λιπαρά. 
 Η περιεκτικότητα σε βιταµίνες ποικίλει ανάµεσα στα διάφορα είδη µικροφυκών. 
Το ασκορβικό οξύ είναι εκείνο που έχει τις µεγαλύτερες διαφοροποιήσεις. Η 
συγκέντρωση των άλλων βιταµινών συνήθως εµφανίζει µια διαφοροποίηση της τάξης 
του 2 προς 4 φορές ανάµεσα στα είδη, παραδείγµατος χάριν, το β-καροτένιο από 0.5 
έως 1.1 mg ανά g, η νιασίνη από 0.11 ως 0.47 mg ανά g (Brown & Miller, 1992). Για 
να µελετηθεί η περιεκτικότητα των βιταµινών στα µικροφύκη και να βγουν 
συµπεράσµατα, θα πρέπει να συγκριθούν τα δεδοµένα µε τις διατροφικές ανάγκες του 
κάθε οργανισµού που τις καταναλώνει. ∆υστυχώς, αυτές οι ανάγκες δεν είναι σαφώς 
κατανοητές όταν πρόκειται για λάρβες ή νεαρούς οργανισµούς που τρέφονται 
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απευθείας µε µικροφύκη. Είναι, όµως, γνωστές οι αντίστοιχες ανάγκες των ενήλικων 
οργανισµών και αυτές χρησιµοποιούνται ως οδηγός και για τις λάρβες, ελλείψει 
άλλων στοιχείων. Από αυτά τα δεδοµένα, λοιπόν, προκύπτει ότι µία προσεκτικά 
επιλεγµένη διατροφή µε µείγµα µικροφυκών θα παρέχει ικανοποιητική συγκέντρωση 
βιταµινών για την τροφική αλυσίδα.  Στην περίπτωση των αµινοξέων, η σύνθεσή τους 
και ο σχηµατισµός των πρωτεϊνών των µικροφυκών δεν έχει µεγάλες 
διαφοροποιήσεις και πολύ λίγο επηρεάζεται από τη φάση της ανάπτυξης και τις 
συνθήκες φωτός (Brown et al., 1993) . Η ποιότητα, λοιπόν, της πρωτεΐνης δεν είναι 
παράγοντας που επηρεάζει τη διατροφική αξία των διαφόρων µικροφυκών.  
      Από τα παραπάνω προκύπτει ότι η χρήση των µικροφυκών στα πρώτα στάδια της 
εκτροφής των υδρόβιων οργανισµών είναι απαραίτητη. H επίδραση της παρουσίας 
των µικροφυκών στις δεξαµενές των νυµφών των ιχθύων δεν είναι πλήρως 
κατανοητή. Φαίνεται, όµως, ότι είναι ιδιαίτερα ευεργετική αφού, όπως είναι γνωστό, 
συµβάλλει στη σταθεροποίηση των φυσικοχηµικών παραµέτρων του νερού σε 
στάσιµα υδάτινα συστήµατα (αποµάκρυνση των µεταβολικών παραπροϊόντων, 
παραγωγή οξυγόνου). Επίσης, τα µικροφύκη φαίνεται ότι επιδρούν και µέσω των 
παρακάτω µηχανισµών: 
 1. Αποτελούν άµεση πηγή τροφής εφοδιάζοντας τις λάρβες µε χρήσιµους 
πολυσακχαρίτες που υπάρχουν στα κυτταρικά τοιχώµατα ενεργοποιώντας το 
ανοσοποιητικό σύστηµα, 
 2. Είναι παράλληλα έµµεση πηγή θρεπτικών συστατικών για τις λάρβες των ψαριών 
µέσω της ζωντανής τροφής (αυξάνοντας, για παράδειγµα, τη θρεπτική αξία της 
ζωντανής τροφής), 
 3.  Κάνουν πιο εύκολη την πρόσληψη τροφής ενισχύοντας την οπτική αντίθεση και 
τη διασπορά του φωτός, και 
 4.  Ελέγχουν το µικροβιακό φορτίο των δεξαµενών µε διάφορες εκκρίσεις τους στο 
νερό ή και στο πεπτικό των λαρβών  (FAO, 1992). 
 
2.1.1.1. Ηaematococcus pluvialis  
. 
Ο αιµατόκοκκος είναι ενα πράσινο µικροφύκος του γλυκού νερού  που ανήκει στο 
είδος χλωρόφυτα και στην οικογένεια των Haematococcaceae. Η συστηµατική 
κατάταξή του έχει ως εξής: 
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Βασίλειο   : Viridiplantae 
Φύλο : Chlorophyta 
Κλάση : Chlorophyceae 
Τάξη    : Chlamydomonadales 
Οικογένεια : Haematococcaceae 
Γένος      : Haematococcus 
Είδος   : Haematococcus pluvialis 
 
Είναι µονοκύτταρος οργανισµός ο οποίος φέρει δύο µαστίγια. Έχει σχήµα 
σφαιρικό, ελλειψοειδές ή σχήµα αχλαδιού. Το είδος είναι γνωστό για την υψηλή 
περιεκτικότητα σε ασταξανθίνη, η οποία ευθύνεται για τον κόκκινο χρωµατισµό των 
κυττάρων του αιµατόκοκκου. Η ασταξανθίνη είναι ένα ισχυρό αντιοξειδωτικό (β- 
καροτένιο) το οποίο χρησιµοποιείται ευρέως στην φαρµακολογία, την αισθητική και 
την ιχθυολογία. Επίσης, έχει αναφερθεί η χρήση της ασταξανθίνης ως συµπλήρωµα 
στην διατροφή των ανθρώπων. Η συγκέντρωση της ασταξανθίνης στα κύτταρα του 
αιµατόκοκκου αυξάνεται όταν οι περιβαλλοντικές συνθήκες γίνουν δυσµενείς για την 
ανάπτυξη των κυττάρων (M. R. Suseela, 2005). Παραδείγµατα δυσµενών 
περιβαλλοντικών συνθηκών είναι η υψηλή αλατότητα, η χαµηλή συγκέντρωση 
θρεπτικών ουσιών, η υψηλή ακτινοβολία και η υψηλή θερµοκρασία.    
 
2.1.1.2.  Ιsochrysis galbana  
 
Το Isochrysis galbana είναι ενα πράσινο µικροφύκος του θαλλασινού νερού. 
Ανήκει στην οικογένεια Scarabaeoidea και στο είδος Isochrysis galbana. Η 
συστηµατική του κατάταξη έχει ως εξής:  
Βασίλειο   :  Chromalveolata 
Φύλο :  Haptophyta 
Κλάση :  Prymnesiophyceae 
Τάξη    :  Isochridales 
Οικογένεια :  Isochrysidacea 
Γένος      :  Ιsochrysis 
Είδος   :  Ιsochrysis galbana 
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Είναι µονοκύτταρος οργανισµός ο οποίος φέρει δύο µαστίγια και έχει σχήµα 
σφαιρικό ή ελλειψοειδές. Η µικροάλγη αυτή χρησιµοποιείται ευρέως στην εκτροφή 
ιχθύων θαλασσινού νερού λόγω της µεγάλης περιεκτικότητάς του σε πολυακόρεστα  
λιπαρά οξέα και κυρίως το εικοσιδιεξαενοϊκό οξύ (DHA, C22:6) (Jeffrey et al., 1994). 
Η περιεκτικότητα καθώς και το είδος του λιπαρού οξέος που περιέχεται στα κύτταρα 
του Isochrysis galbana εξαρτάται από το στάδιο ανάπτυξης του, καθώς και από 
άλλους παράγοντες όπως η αλατότητα, η θερµοκρασία, το pH, η περιεκτικότητα σε 
θρεπτικές ουσίες κ.α. Το DHP παίζει σπουδαίο ρόλο στην υγεία των ανθρώπων αφού 
έχει βρεθεί ότι εµποδίζει την εµφάνιση νόσων όπως η στεφανιαία καρδιακή νόσος και 
η αρτηριοσκλήρυνση, κάποιες µορφές καρκίνου κ.α.   
 
2.1.2. Ιχθύδια λαβρακιού 
 
Το λαβράκι (Dicentrarchus labrax) µαζί µε την τσιπούρα αποτελούν τα δύο 
αρχαιότερα και ευρύτερα διαδεδοµένα εκτρεφόµενα είδη ψαριών σε Ελλάδα και 
άλλες ευρωπαϊκές χώρες. Η συνολική ετήσια παραγωγή λαβρακιού και τσιπούρας 
στην ΕΕ ανέρχεται στους 75.000 τόνους και 55.000 τόνους αντίστοιχα. 
Συγκεκριµένα, το 2007 η παραγωγή του λαβρακιού ήταν 57.893 τόνοι, αριθµός που 
αντιστοιχεί στο 92% της  παγκόσµιας παραγωγής (Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2009). 
Οι κύριες χώρες παραγωγής του είναι η Ελλάδα, η Ισπανία, η Τουρκία, η Ιταλία, η 
Γαλλία και η Κροατία. Η Ελλάδα είναι ο κύριος παραγωγός του στην Ευρωπαϊκή 
Ένωση, µε ποσοστό 67% επί της συνολικής ευρωπαϊκής παραγωγής λαβρακιού 
(ακολουθεί η Ισπανία µε 20%). Η Ελλάδα είναι επίσης, ο µεγαλύτερος παραγωγός 
λαβρακιού (περίπου 50.000 τόνοι ετησίως), µε µερίδιο 57% επί της παγκόσµιας 
παραγωγής το 2005. Η συστηµατική κατάταξή του είναι η εξής: 
 
Βασίλειο    : Ζώα (Animalia)  
Φύλο          : Χορδωτά (Chordata) 
Κλάση        : Ακτινοπτερύγιοι (Actinopterygii)  
Τάξη           : Περκόµορφα (Perciformes) 
Οικογένεια : Μορονίδες (Moronidae) 
Γένος          : Dicentrarchus 
Είδος           : Dicentrarchus labrax 
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Απαντάται από το βορειότερο τµήµα της Αγγλίας έως το βορειότερο τµήµα 
της Αφρικής και κυρίως στη Μεσόγειο και την Μαύρη θάλασσα (Wheeler, 1975).   
Είναι ευρύαλο και ευρύθερµo ψάρι. Επίσης, ανήκει στα γονοχωριστικά είδη. 
Αναπαράγεται µε εξωτερική γονιµοποίηση. ∆ιαθέτει πολύ ανεπτυγµένη όραση, η 
οποία φαίνεται να είναι έγχρωµη. Το µέγιστο µέγεθος που έχει αναφερθεί στη 
βιβλιογραφία είναι τα 103 cm και τα 12 Kg βάρος (IGFA, 2001). Επίσης, έχει 
αναφερθεί ότι το µακροβιότερο λαβράκι έφτασε την ηλικία των 15 ετών 
(Encyclopedia of Life). Το σώµα του έχει σχήµα επίµηκες, αρκετά συµπιεσµένο, 
αδύνατο, όπως όλα τα ψάρια ταχύτητας. Το κεφάλι του είναι τυπικό αρπακτικού και 
τα µάτια του ζωντανά και κινητικά. Το στόµα του είναι πλατύ, οπλισµένο µε δόντια. 
Στη ράχη του υπάρχει ένα πρώτο πτερύγιο που στηρίζεται από αγκαθωτές ακτίνες, 
ενώ το δεύτερο πτερύγιο είναι µαλακό, αλλά δυνατό. Το ουραίο πτερύγιο είναι 
δίλοβο µε κοίλο άκρο. Το σώµα του καλύπτεται από µεγάλα οµοιόµορφα λέπια. Ο 
χρωµατισµός του ποικίλει και εξαρτάται από την περιοχή προέλευσής του. Τα 
εκτρεφόµενα ψάρια φέρουν ασηµί χρωµατισµό πλευρικά, το οποίο είναι πιο σκούρο 
ραχιαία και πιο ανοιχτό κοιλιακά. Τα νεαρά άτοµα φέρουν σκουρόχρωµες κηλίδες 
στο σώµα τους και κυρίως στη ράχη, οι οποίες προοδευτικά εξαφανίζονται µέχρι το 
πρώτο έτος της ηλικίας τους ενώ σε µερικά ψάρια παραµένουν (Wheeler 1975, 
Pickett and Pawson, 1994). Οι άγριοι πληθυσµοί, που ζουν σε περιοχές µε πολλά 
φύκια και σε λιµνοθάλασσες, χρωµατίζονται µε σκούρο καφέ ή πράσινο στη ράχη και 
χρυσό στα πλευρά.  
Τα θηλυκά στη Μεσόγειο ωριµάζουν σεξουαλικά κατά τον τρίτο χρόνο της ζωής 
τους ενώ τα αρσενικά από τον δεύτερο χρόνο. Στη φάση αυτή το µέγεθος των 
θηλυκών φτάνει περίπου τα 37- 40 cm ενώ των αρσενικών τα 27-30 cm. Τα θηλυκά 
παράγουν κατά µέσο όρο 200.000 (µέχρι και 500.000) αυγά / κιλό σωµατικού βάρους 
(Haffrey, 2006). Οι δύο πιο σηµαντικοί περιβαλλοντικοί παράγοντες κατά την 
διάρκεια της αναπαραγωγής είναι η θερµοκρασία του νερού και η φωτοπερίοδος.  Η 
ιδανική θερµοκρασία αναπαραγωγής είναι 13 µε 15 οC. Συνήθως, στους 
ιχθυογεννητικούς σταθµούς χρησιµοποιείται η τεχνητή αναπαραγωγή. Η 
φωτοπερίοδος ρυθµίζεται τεχνητά έτσι ώστε να επιµηκύνεται ο κύκλος 
αναπαραγωγής λόγω της εποχικής σεξουαλικής συµπεριφοράς του ψαριού. 
Επιλέγονται γεννήτορες που διαθέτουν τα κατάλληλα φαινοµενικά και γενοτυπικά  
χαρακτηριστικά. Επίσης, συνήθως ακολουθείται και πρόγραµµα γενετικής βελτίωσης 
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για τη µεταβίβαση στους απογόνους επιθυµητών χαρακτηριστικών, όπως είναι ο 
ρυθµός ανάπτυξης, η µετατρεψιµότητα, τα εξωτερικά και οργανοληπτικά 
χαρακτηριστικά και άλλα. Από αυτούς, µε κατάλληλες µεθόδους, συλλέγονται τα 
γεννητικά προϊόντα τα οποία, αφού γίνει η γονιµοποίηση, µεταφέρονται σε 
κατάλληλες δεξαµενές. Μετά το πέρας 2 έως 9 ηµερών, ανάλογα τη θερµοκρασία, 
πραγµατοποιείται η εκκόλαψη.  
Στη φύση τους επόµενους 2-3 µήνες οι αναπτυσσόµενες λάρβες µετακινούνται από 
τις παράκτιες περιοχές στις ακτές και τελικά καταλήγουν σε κολπίσκους και εκβολές 
ποταµών. Η παραµονή τους στις παραπάνω περιοχές συνεχίζεται για τα επόµενα 4-5 
χρόνια της ζωής τους µέχρι να ωριµάσουν και να ξεκινήσουν τη µεταναστευτική 
δραστηριότητα (Pickett, 1994). Αντίθετα, στα εκκολαπτήρια οι προνύµφες 
µεταφέρονται σε κατάλληλες δεξαµενές ή, αν γίνεται φυσική γονιµοποίηση, 
αποµακρύνονται οι γεννήτορες. Οι προνύµφες µετά το πέρας 6 ηµερών από την 
εκκόλαψη και την απορρόφηση του λεκιθικού σάκου τρέφονται µε ειδική ζωντανή 
τροφή που αποτελείται από µικροφύκη, τροχόζωα (ζωοπλακτόν) και στη συνέχεια 
από αρτέµιες (µικρό µαλακόστρακο). Ακολουθεί ο απογαλακτισµός µετά από 40 έως 
50 ηµέρες οπότε και η διατροφή σταδιακά αλλάζει σε βιοµηχανοποιηµένη τροφή 
(Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2009). 
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2.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.2.1. Μικροφύκη 
 
Τα µικροφύκη που µελετήθηκαν στην παρούσα εργασία ήταν τα Ηaematococcus 
pluvialis και Ιsochrysis galbana. Επιλέχτηκαν να µελετηθούν τέσσερις 
συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης: 25, 50, 100 και 500 ppm. Από το κάθε είδος 
µικροφύκους αρχικά ελήφθησαν καθαρές καλλιέργειές τους σε θρεπτικό υλικό 
Wallne (1970) (πίνακας 3), µετά από επώασή τους επί τρεις ηµέρες σε θερµοκρασία 
δωµατίου, υπό το φως 2 λαµπτήρων 36 W έκαστος. Μετά το πέρας των 3 ηµερών, για 
κάθε ένα είδος  ελήφθησαν κατάλληλες ποσότητες από τις καλλιέργειες και 
τοποθετήθηκαν σε γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες, που περιείχαν κατάλληλο 
καλλιεργητικό υλικό στο οποίο  υπήρχε διαλυµένη η ουσία διφθοροβενζουρόνη  
(Dimilin® δραστική ουσία - Chemtura Europe Limited, Berkshire UK)  σύµφωνα µε 
το παρακάτω σχήµα: Α) στους πρώτους 3 σωλήνες η τελική συγκέντρωση 
διφθοροβενζουρόνης ήταν 500 ppm, B) στους επόµενους τρεις 100 ppm, Γ) στους 
επόµενους τρεις 50 ppm και ∆) στους επόµενους τρεις 25 ppm. Για κάθε ένα είδος,  
υπήρχαν και τρεις δοκιµαστικοί σωλήνες που περιείχαν την ίδια συγκέντρωση 
κυττάρων αλλά στο καλλιεργητικό υλικό δεν προστέθηκε διφθοροβενζουρόνη  
(µάρτυρες). Οι δοκιµαστικοί σωλήνες επωάστηκαν επί 4 ηµέρες σε θερµοκρασία 
δωµατίου (23±0,5 οC)  κάτω από φωτισµό δύο λαµπτήρων 36 W, που βρίσκονταν σε 
απόσταση 20 cm από τους σωλήνες.  
Καθηµερινά, µε τη βοήθεια µιας πιπέτας λαµβάνονταν 4 δείγµατα των 100 µl από 
κάθε σωλήνα (µετά από ανάµειξη) και αφού γινόταν προσθήκη 5 µl φορµόλης µε 
στόχο την ακινητοποίησή τους, γινόταν καταµέτρηση των κυττάρων µε τη βοήθεια 
αιµοκυτταρόµετρου (Νeubauer plate). 
 
2.2.1.1. Haematococcus pluvialis 
 
Για το µικροφύκος Η. pluvialis, αρχικά, δηµιουργήθηκε καθαρή καλλιέργεια στο 
εργαστήριο σε θρεπτικό υλικό Wallne (1970) (πίνακας 3). Η καλλιέργεια επωάστηκε 
επί τρεις ηµέρες σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό το φως δύο λαµπτήρων 36 W 
έκαστος. Μετά το πέρας τριών ηµερών και αφού η ανάπτυξη του πληθυσµού ήταν σε 
εκθετική φάση, υπολογίστηκε η συγκέντρωση του µικροφύκους στην καλλιέργεια µε 
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τον εξής τρόπο : ελήφθησαν 4 δείγµατα όγκου 100 µl και τοποθετήθηκαν σε 
πλαστικούς περιέκτες τύπου eppendorf. Έπειτα, προστέθηκαν 5 µl εξουδετερωµένης 
φορµόλης σε κάθε περιέκτη µε στόχο την ακινητοποίηση των κυττάρων. Στη 
συνέχεια, κατάλληλη ποσότητα από κάθε περιέκτη τοποθετήθηκε σε αιµοκυττόµετρο 
(πλάκα Neubauer) (εικόνα 2) και έγινε καταµέτρηση  των κυττάρων σε οπτικό 
µικροσκόπιο. Από τις τιµές που προέκυψαν υπολογίστηκε η µέση τιµή του αριθµού 
των κυττάρων και, στη συνέχεια, έγινε υπολογισµός της συγκέντρωσης του 
µικροφύκους στην καλλιέργεια η οποία ισοδυναµούσε µε 15,8 X 104 κύτταρα/ml. 
 
 
 
Eικόνα 2: Aιµοκυτταρόµετρο-πλάκα Neubauer 
 
Σε αποστειρωµένους δοκιµαστικούς σωλήνες ελήφθησαν κατάλληλες ποσότητες 
από την καλλιέργεια και παρασκευάστηκαν  τα ακόλουθα διαλύµατα, τα οποία είχαν 
όλα τελικό όγκο 10 ml ενώ η συγκέντρωση του µικροφύκους στα νέα διαλύµατα 
παρέµεινε ιδία µε την αρχική (15,8X104 κύτταρα/ml)  : 
 
Στους 12 από αυτούς τους σωλήνες προστέθηκε η ουσία διφθοροβενζουρόνη έτσι 
ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι : 
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 α) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 500 ppm.. 
 
 β) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 100 ppm.. 
 
 γ) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 50 ppm.. 
 
δ) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 25 ppm. 
 
 ε) Στους τελευταίους τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες προστέθηκαν 10 ml καλλιέργειας 
Haematococcus pluvialis και καθόλου διφθοροβενζουρόνη και χρησιµοποιήθηκαν ως 
µάρτυρες.
                                                     
 
Το στόµιο των σωλήνων κλείστηκε µε αποστειρωµένο βαµβάκι και 
αλουµινόχαρτο. Οι δοκιµαστικοί σωλήνες διατηρήθηκαν επί 4 ηµέρες σε 
θερµοκρασία  23±0,5οC και υπό συνεχή φωτισµό δύο λαµπτήρων 36 W, που 
βρίσκονται σε απόσταση 20 cm από τους σωλήνες (εικόνα 3-4). Κάθε ηµέρα γινόταν 
καταµέτρηση κυττάρων (εικόνα 5-6) και υπολογισµός της συγκέντρωσης των 
διαλυµάτων σύµφωνα µε την διαδικασία που περιγράφεται παρακάτω: 
Aπό κάθε σωλήνα λαµβάνονταν µε τη βοήθεια ενός σιφωνίου και µετά από έντονη  
ανάµειξη του περιεχοµένου, 4 δείγµατα των 100 µl και αφού τοποθετούνταν σε 
πλαστικούς περιέκτες τύπου eppendorf προσθέτονταν 5 µl εξουδετερωµένης 
φορµόλης µε στόχο την ακινητοποίησή τους. Κατόπιν, µε νέο σιφώνιο λαµβανόταν 
µικροποσότητα του δείγµατος και τοποθετούταν στην πλάκα Neubauer. Η µέθοδος 
καταµέτρησης σε αιµοκυτταρτόµετρο Νeubauer, περιλαµβάνει τη µέτρηση των 
κυττάρων σε 5 τουλάχιστον από τα 25 τετραγωνάκια και αφού βγει µια µέση τιµή, 
επιτρέπεται η εκτίµηση του µέσου αριθµού κυττάρων για ολόκληρο το µεγάλο 
πλαίσιο του αιµοκυτταρόµετρου, σύµφωνα µε τον παρακάτω τύπο: 
                              α Χ 9 / 0.0025 = αριθµός κυττάρων 
όπου α είναι ο αριθµός των κυττάρων που βρέθηκε καταµετρώντας τα κύτταρα στα 
ελάχιστα τετραγωνάκια των 0.0025 mm2 και το κλάσµα 9/0.0025 είναι ο συντελεστής 
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ή καλύτερα ο αριθµός των ελάχιστων τετραγωνιδίων των 0.0025 mm2  που 
αντιστοιχούν στην επιφάνεια του µεγάλου πλαισίου εµβαδού 9 mm2. Στη συνέχεια,  
αφού πολλαπλασιάστηκε ο αριθµός των κυττάρων, που υπολογίστηκε προηγουµένως, 
µε το 1 ml και διαιρέθηκε µε το 0.0009 ml που αντιπροσωπεύει τον όγκο δείγµατος 
επάνω στο πλαίσιο, ο αριθµός κυττάρων / ml δείγµατος είναι : 
 
         αριθµός κυττάρων  Χ 1 / 0.0009 =  αριθµός κυττάρων / ml δείγµατος  
  
       Η διαδικασία επαναλαµβανόταν άλλη µία φορά. Έτσι προέκυπταν 4 τιµές, από 
τις οποίες υπολογιζόταν η µέση τιµή. Αφού ολοκληρωνόταν η διαδικασία σε όλα τα 
δείγµατα, γινόταν µε κατάλληλες αναγωγές ο υπολογισµός των συγκεντρώσεων των 
κυττάρων σε κάθε σωλήνα. 
 
     
 
 
 
Εικόνα 3.  Οι τριάδες των δοκιµαστικών σωλήνων που περιέχουν τα µικροφύκη Haematococcus 
pluvialis µε τις διαφορετικές συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης, (Φωτογραφία Μαντζούκης Χρήστος). 
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Εικόνα 4:  Οι τριάδες των δοκιµαστικών σωλήνων που περιέχουν τα µικροφύκη Haematococcus 
pluvialis µε τις  διαφορετικές συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης, (Φωτογραφία Μαντζούκης Xρήστος). 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5: Κύτταρα Haematococcus pluvialis σε συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης 25 ppm, κατά την 
καταµέτρηση τους σε αιµοκυτταρόµετρο Νeubauer plate, µε οπτικό µικροσκόπιο (25X) στις 72 ώρες, 
(Φωτογραφία Μαντζούκης Χρήστος). 
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Εικόνα 6: Κύτταρα Haematococcus pluvialis σε συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης 100 ppm, κατά 
την καταµέτρηση τους σε αιµοκυτταρόµετρο Νeubauer plate, µε οπτικό µικροσκόπιο (25X) στις 72 
ώρες, (Φωτογραφία Μαντζούκης Χρήστος). 
 
 
 
2.2.1.2 Isochrysis galbana 
 
 Για το µικροφύκος Isochrysis galbana, αρχικά, δηµιουργήθηκε καθαρή καλλιέργεια 
στο εργαστήριο σε θρεπτικό υλικό Wallne (1970). Η καλλιέργεια επωάστηκε για 
τρεις ηµέρες σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό το φως δύο λαµπτήρων 36 W έκαστος. 
Μετά το πέρας τριών ηµερών και αφού η ανάπτυξη του πληθυσµού ήταν σε εκθετική 
φάση, υπολογίστηκε η συγκέντρωση του µικροφύκους στην καλλιέργεια µε τον εξής 
τρόπο : ελήφθησαν 4 δείγµατα όγκου 100 µl και τοποθετήθηκαν σε πλαστικούς 
περιέκτες τύπου eppendorf . Έπειτα, προστέθηκαν 5 µl εξουδετερωµένης φορµόλης 
σε κάθε περιέκτη µε στόχο την ακινητοποίηση των κυττάρων. Στη συνέχεια 
κατάλληλη ποσότητα από κάθε περιέκτη τοποθετήθηκε σε αιµοκυτταρόµετρο (πλάκα 
Neubauer)  και έγινε καταµέτρηση  των κυττάρων σε οπτικό µικροσκόπιο. Από τις 
τιµές που προέκυψαν υπολογίστηκε η µέση τιµή του αριθµού των κυττάρων και στην 
συνέχεια έγινε υπολογισµός της συγκέντρωσης του µικροφύκους στην καλλιέργεια η 
οποία ισοδυναµούσε µε 8,9X106  κύτταρα/ml. Σε αποστειρωµένους δοκιµαστικούς 
σωλήνες ελήφθησαν κατάλληλες ποσότητες από την καλλιέργεια και 
παρασκευάστηκαν  τα ακόλουθα διαλύµατα τα οποία είχαν όλα τελικό όγκο 10 ml. 
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Στους 12 από αυτούς τους σωλήνες προστέθηκε η ουσία διφθοροβενζουρόνη έτσι 
ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι : 
 
α) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 500 ppm.. 
 
 β) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 100 ppm.. 
 
 γ) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 50 ppm.. 
 
δ) Σε τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες η τελική συγκέντρωση της διφθοροβενζουρόνης 
ήταν 25 ppm.. 
 
ε) Στους τελευταίους τρεις δοκιµαστικούς σωλήνες προστέθηκαν 10 ml καλλιέργειας 
Isocrysis galbana και καθόλου διφθοροβενζουρόνη και χρησιµοποιήθηκαν ως 
µάρτυρες.
              
 
 
H τελική συγκέντρωση των νέων διαλυµάτων ήταν 4,45X105. Το στόµιο των 
σωλήνων κλείστηκε µε αποστειρωµένο βαµβάκι και αλουµινόχαρτο. Οι δοκιµαστικοί 
σωλήνες τοποθετήθηκαν σε στατό όπου διατηρήθηκαν επί 4 ηµέρες σε θερµοκρασία  
23±0,5οC και υπό συνεχή φωτισµό δύο λαµπτήρων 36 W, που βρίσκονται σε 
απόσταση 20 cm από τους σωλήνες (εικόνα 7). Κάθε ηµέρα γινόταν καταµέτρηση 
των κυττάρων (εικόνες 8) της συγκέντρωσης των διαλυµάτων σύµφωνα µε την 
διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω για το µικροφύκος αιµατόκοκκο. 
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Εικόνα 7:  Οι τριάδες των δοκιµαστικών σωλήνων που περιέχουν τα µικροφύκη Isochrysis galbana µε 
τις  διαφορετικές συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης, (Φωτογραφία Μαντζούκης Xρήστος). 
 
 
 
 
Εικόνα 8: Κύτταρα Isochrysis galbana σε συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης 25 ppm, κατά την 
καταµέτρηση τους σε αιµοκυτταρόµετρο Νeubauer plate, µε οπτικό µικροσκόπιο (25X) στις 48 ώρες,  
(Φωτογραφία Μαντζούκης Χρήστος). 
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Πίνακας 3: Προετοιµασία θρεπτικού υποστρώµατος Wallne (πηγή :aquacop 1983, σελ 6-7) 
 
 
 
 
Προετοιµασία του µέσου Wallne 
∆ιάλυµα No 1 
Na2EDTA  45.00 g 
H3BO3   33.60 g 
NaNO3 (KNO3)   100.00 g (116 g) 
NaH2PO4, 2H2O 20.00g 
MnCl2, 4H2O  0,36g 
FeCl3, 6H2O  1.30g 
∆ιάλυµα Νο 2  1.00 ml
 
Στα παραπάνω συµπληρώνεται αποσταγµένο νερό µέχρι ο όγκος να γίνει 
1 λίτρο 
∆ιάλυµα Νο 2 (ιχνοστοιχεία) 
ZnCl2    2.1g 
CoCl2, 6H2O   2.0g 
(NH4)6Mo7O24, 4H2O  0.9g 
CuSO4, 5H2O   2.0g  
Στα παραπάνω συµπληρώνεται αποσταγµένο νερό και HCl για καλύτερη 
διάλυση, µέχρι ο όγκος  να γίνει 100ml 
∆ιάλυµα Νο 3 (βιταµίνες) 
Θειαµίνη ένυδρη υδροχλωρική   200mg 
Κυανοκοβαλαµίνη         10mg 
Στα παραπάνω συµπληρώνεται αποσταγµένο νερό µέχρι ο όγκος να γίνει 
100ml 
 Εκτός από διάλυµα Νο 3 (βιταµίνες), τα άλλα δύο τοποθετούνται σε 
αυτόκαυστο για 30 λεπτά στους 125 οC 
Για την παρασκευή του θρεπτικού υλικού που χρησιµοποιήθηκε τοποθετήθηκε 1 
ml ανά λίτρο από το διάλυµα Νο 1 και 0,1 ml ανά λίτρο από το διάλυµα Νο 3 
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2.2.2. Ιχθύδια λαβρακιού  
 
Επιλέχτηκε γόνος λαβρακίου ηλικίας επτά εβδοµάδων και µέσου βάρους 0,25+ 0,05 g  
Τυπική απόκλιση (SD). Tα ιχθύδια δεν έλαβαν τροφή την ηµέρα της µεταφοράς. Η 
µεταφορά τους έγινε µέσα σε µεγάλες πλαστικές σακούλες οι οποίες περιείχαν 
υπεροξυγονοµένο νερό από τη µονάδα που ελήφθησαν τα ψάρια και µεταφέρθηκαν 
στο Εργαστήριο Ιχθυολογίας της Κτηνιατρικής του Α.Π.Θ.. Στη συνέχεια, µέσα σε 12 
πλαστικούς περιέκτες του 1,5 λίτρου προστέθηκε από 1 λίτρο θαλασσινού νερού 
προερχόµενο από τον ιχθυογεννητικό σταθµό που ελήφθησαν τα ψάρια. Η 
θερµοκρασία του νερού ήταν ίδια µε την θερµοκρασία του νερού της µεταφοράς των 
ιχθυδίων, η οποία σταδιακά αυξήθηκε σε 23±0,5 οC. Σε κάθε περιέκτη 
τοποθετήθηκαν οµάδες των 10 ατόµων. Στη συνέχεια, µε τη βοήθεια δοσοµετρητή 
έγινε προσθήκη της ουσίας διφθοροβενζουρόνης έτσι ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις 
των διαλυµάτων που σχηµατίστηκαν ήταν οι εξής: 
 
 α) Σε τρεις πλαστικούς περιέκτες η τελική συγκέντρωση ήταν 1500 ppm( οµάδα Α) 
 
 β) Σε τρεις πλαστικούς περιέκτες η τελική συγκέντρωση ήταν 1000 ppm ( οµάδα Β) 
 
 γ) Σε τρεις πλαστικούς περιέκτες η τελική συγκέντρωση ήταν 500 ppm ( οµάδα Γ) 
 
 δ) Και σε τρεις πλαστικούς περιέκτες δεν προστέθηκε διφθοροβενζουρόνη ( οµάδα 
Κ) και χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. 
Όλοι οι περιέκτες τοποθετήθηκαν κάτω από χαµηλό φωτισµό, υπό συνεχή αερισµό 
µε την µορφή µικροφυσαλίδων και σε σταθερή θερµοκρασία (23±0,5 οC). 
Ο πειραµατισµός διήρκησε 8 ηµέρες. Κάθε ηµέρα γινόταν καταµέτρηση των 
ζωντανών ιχθύων ενώ ταυτόχρονα γινόταν λήψη δειγµάτων για ιστολογική εξέταση. 
Τα δείγµατα αυτά των ιχθύων µονιµοποιήθηκαν σε διάλυµα φορµόλης 10% .  
Μετά την λήξη του πειράµατος τα δείγµατα που ελήφθησαν, τοποθετήθηκαν σε 
ιστοκινέτα για τον εγκλεισµό τους σε παραφίνη. Κατόπιν, µε τη βοήθεια µικροτόµου 
έγιναν ιστολογικές τοµές. Τέλος, οι ιστολογικές τοµές βάφηκαν µε χρώση ηωσίνη-
αιµατοξυλίνη (πίνακας 4) και εξετάσθηκαν µε την βοήθεια οπτικού µικροσκοπίου.   
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Πίνακας 4: Πρωτόκολλο χρώσης ηωσίνης-αιµατοξυλίνης 
 
 
 
 
 
 
2.2.3  Στατιστική ανάλυση 
  
Η σύγκριση των µέσων όρων των συγκεντρώσεων των κυττάρων των µικροφυκών 
ελέγχθησαν µε την ανάλυση διακύµανσης µια κατεύθυνσης (one way ANOVA), 
χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα STATGRAPHICS PLUS 3. Η µέθοδος Tukey 
χρησιµοποιήθηκε για να εντοπιστούν οι στατιστικές διαφορές (P≤ 0.05). 
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Η σύγκριση της επιβιωσιµότητας των ιχθυδίων λαβρακίου έγινε µε τη µέθοδο 
Kaplan – Meier και χρησιµοποιήθηκε το test Breslow, και οι διαφορές θεωρήθηκαν 
σηµαντικές όταν p≤ 0.05.  
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2.3.  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
   
2.3.1.   Haematococcus pluvialis 
 
Στο είδος Haematococcus pluvialis στις τέσσερις µετρήσεις που έγιναν σε 24, 48, 
72 και 96 h η µικρότερη (p≤0,005) αύξηση παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες µε τη 
µεγαλύτερη συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης (500 ppm) (εικόνα 9). 
Αναλυτικότερα τα αποτελέσµατα των µετρήσεων των µικροφυκών,  για όλες τις 
συγκεντρώσεις της διφθοροβενζουρόνης και για όλες τις ηµέρες, παραθέτονται στον 
πίνακα 5.  
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Εικόνα 9. Επίδραση της διφθοροβενζουρόνης στην αύξηση (κύτταρα/ml) του Haematococcus 
pluvialis. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές (κυτταρα/ml ) από 4 µετρήσεις ανά σωλήνα ± SD.  
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Πίνακας 5. Eπίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων διφθοροβενζουρόνης στην αύξηση του 
µικροφύκους  Ηaematococcus pluvialis. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν µέσες τιµές των κυττάρων/ml ± SD 
από τις 3 επαναλήψεις ανά οµάδα και ανά ηµέρα, ενώ διαφορετικά γράµµατα δείχνουν στατιστικές 
διαφορές ανάµεσα στις οµάδες σε ένα ορισµένο χρόνο (p≤0,05). Οι τιµές είναι  Χ104  κύτταρα/ml . 
 
 500 ppm 100 ppm 50 ppm 25 ppm Μάρτυρες 
0 h 15,8  15,8  15,8  15,8  15,8  
24 h 8,3  ± 4α 15,4  ±1,9α,γ 17,5  ± 3,3β,γ 12  ± 1,9β,γ 22  ± 1,9β,γ 
48 h 13,3  ± 1,9α 2,1  ± 1,2α,γ 27,5  ± 3,3β,γ 23,7  ± 4,3β,γ 25,4  ± 4,7β,γ 
72 h 14,5  ± 5α 26,6  ± 2,6α,γ 20,8  ± 4α,γ 28,3  ± 3,1β,γ 29,1  ± 7,3β,γ 
96 h 12  ± 1,9α 21,6  ± 4,3α 20,8  ± 5,2α 21,2  ± 1,2α 33,7  ± 6.9β  
 
 
 
2.3.2.   Isochrysis galbana 
 
Στο είδος Isochrysis galbana στις τέσσερις µετρήσεις που έγιναν σε 24, 48, 72 και 
96h η µικρότερη (p≤0,005) αύξηση παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες µε τη 
µεγαλύτερη συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης (500ppm) (εικόνα 10). 
Αναλυτικότερα τα αποτελέσµατα των µετρήσεων των µικροφυκών,  για όλες τις 
συγκεντρώσεις της διφθοροβενζουρόνης και για όλες τις ηµέρες, παραθέτονται στον 
παρακάτω πίνακα 6.  
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Εικόνα 10. Επίδραση της διφθοροβενζουρόνης στην αύξηση (κύτταρα/ml) του Isochrysis galbana. Οι 
τιµές αντίπροσωπεύουν τις µέσες τιµές (κυτταρα/ml) από 4 µετρήσεις ανά σωλήνα ± SD.  
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Πίνακας 6. Eπίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων διφθοροβενζουρόνης στην αύξηση του   
µικροφύκους  Isochrysis galbana. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν µέσες τιµές κυττάρων/ml ± SD από τις 3 
επαναλήψεις ανά οµάδα και ανά ηµέρα. ∆ιαφορετικά γράµµατα δείχνουν στατιστικές διαφορές 
ανάµεσα στις οµάδες σε ένα ορισµένο χρόνο (p≤0,05). Οι παρακάτω τιµές είναι Χ105  κύτταρα/ml . 
 
 
 
    500 ppm      100 ppm       50 ppm       25 ppm     Μάρτυρες 
0 h 4,45 4,45 4,45 4,45 4,45 
24 h 4,6 ± 1,1α 8,8 ± 0,6β 10,2 ± 1,1β,γ 13,3 ± 2,7γ 11,4 ± 1β,γ 
48 h 4,6 ± 1,1α 16,2 ± 4,5α,γ 18,7 ± 1,9β,γ 16,5 ± 2,9α,γ 18,5 ± 2,6β,γ 
72 h 4,6 ± 1,1α 22,1 ± 1,6α,γ 25,8 ± 1,7β,γ 26,1 ± 1,9β,γ 25,1 ± 1,5β,γ 
96 h 4,6 ± 1,1α 31 ± 2,8α,γ 29,8 ± 0,7α,γ 37,9 ± 2β,γ 32,7 ± 2α,γ 
 
 
 
2.3.3. Ιχθύδια λαβρακιού 
 
       Όπως παρουσιάζεται αναλυτικά και στο πίνακα 9, η µεγαλύτερη συγκέντρωση 
διφθοροβενζουρόνης (1500 ppm) είχε ως αποτέλεσµα το θάνατο ολόκληρου του 
πληθυσµού των ιχθυδίων Dicenrarchus labrax µέσα σε 24 ώρες. Κάτι ανάλογο 
παρατηρήθηκε και στην αµέσως µικρότερη συγκέντρωση  διφθοροβενζουρόνης 
(1000 ppm), όπου µετά το πέρας των 24 ωρών, µόνο ένα ιχθύδιο παρέµεινε ζωντανό 
(1±0,57 SD). Το ιχθύδιο αυτό τοποθετήθηκε σε φορµόλη για ιστολογική εξέταση. 
Στην συγκέντρωση των 500 ppm σηµειώθηκαν κάποιες απώλειες ιχθυδίων στο πρώτο 
εικοσιτετράωρο (3,66±2.08 SD ζωντανά ιχθύδια / περιέκτη). Από τα εναποµείναντα 
ιχθύδια ελήφθησαν τρία για ιστολογική εξέταση ενώ ο υπόλοιπος πληθυσµός 
παρέµεινε σταθερός µέχρι τις 72 ώρες. Στα ιχθύδια που δεν εκτέθηκαν στο φάρµακο 
παρατηρήθηκε η απώλεια ενός ατόµου το πρώτο εικοσιτετράωρο (9,66±0,57 SD 
ζωντανά ιχθύδια / περιέκτη), ενώ ο πληθυσµός τους παρέµεινε σταθερός τις επόµενες 
ηµέρες του πειραµατισµού.  
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Εικόνα 11. Επίδραση της διφθοροβενζουρόνης στην επιβίωση (ζωντανά ιχθύδια/ περιέκτη) του 
D.labrax. Οι τιµές αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές από  τους 3 περιέκτες ανά οµάδα ± SD. Τα 
διαφορετικά γράµµατα απεικονίζουν διαφορές στατιστικά σηµαντικές (p<0,05) µεταξύ των τεσσάρων 
καµπυλών. 
 
 
ΙΣΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΚΑ ΕΥΡΗΜΑΤΑ 
 
        Κατ’ αρχην θα πρέπει να σηµειωθεί ότι κατά την πρώτη δειγµατοληψία (24 h) 
τα ψάρια που εκτέθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση διφθοροβενζουρόνης, 
πέθαναν προτού ληφθούν δείγµατα ιστών, γι’αυτό και λήφθηκαν δείγµατα ιστών από 
νεκρά ψάρια. Από την συγκέντρωση των 1000 ppm, ελήφθη ένα ζωντανό ψάρι και 
δύο νεκρά. 
Η ιστολογική εξέταση των εσωτερικών οργάνων που λήφθηκαν από όλα τα ψάρια, 
και στις δύο δειγµατοληψίες, δεν έδειξε καµία διαφορά ανάµεσα στις οµάδες των 
ψαριών που εκτέθηκαν στις διαφορετικές δόσεις διφθοροβενζουρόνης, συγκριτικά µε 
τους µάρτυρες. Όλα τα όργανα παρουσίασαν φυσιολογική εµφάνιση. Αντίθετα, η 
ιστολογική εξέταση των βραγχίων των ψαριών που εκτέθηκαν σε όλες τις 
συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης παρουσίασε κάποια ενδιαφέροντα ευρύµατα σε 
σχέση µε αυτά που λήφθηκαν από τους µάρτυρες. 
Τα ευρήµατα της ιστολογικής εξέτασης των βραγχίων συνοπτικά περιγράφονται 
παρακάτω. 
α) Και στις δύο δειγµατοληψίες, τα βράγχια των ψαριών που δεν εκτέθηκαν στη 
διφθοροβενζουρόνη (µάρτυρες) παρουσίασαν φυσιολογική εµφάνιση µε ελάχιστες 
                                                           γ 
                             
 
 
 
                                        β 
 
 
 
α                        α 
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εστίες αποκόλλησης του αναπνευστικού επιθηλίου (Εικ.13  ) και υπερπλασίας / 
υπερτροφίας του. 
β) Τα βράγχια όλων των ψαριών που εκτέθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση 
διφθοροβενζουρόνης παρουσίασαν έντονες µεταθανάτιες αλλοιώσεις, µε αποτέλεσµα 
να µην ήταν δυνατό να εκτιµηθεί η τυχόν επίδραση του εντοµοκτόνου (Εικ.12 ) 
γ) Τα βράγχια όλων των ψαριών που εκτέθηκαν σε 1000 ppm 
διφθοροβενζουρόνης και που συλλέχθηκαν κατά την πρώτη δειγµατοληψία, 
παρουσίασαν εκτεταµένες περιοχές µε έντονη υπερπλασία και υπερτροφία του 
αναπνευστικού επιθηλίου, ενώ σε κάποιες περιοχές παρατηρήθηκε και αποκόλλησή 
του (Εικ. 14). 
δ) Τα βράγχια όλων των ψαριών που εκτέθηκαν σε 500 ppm διφθοροβενζουρόνης 
και που συλλέχθηκαν κατά την πρώτη δειγµατοληψία, παρουσίασαν φυσιολογική 
εµφάνιση µε αρκετές εστίες υπερπλασίας και υπερτροφίας του αναπνευστικού 
επιθηλίου (Εικ. 15). Στην δεύτερη δειγµατοληψία, οι εστίες αυτές παρατηρήθηκαν 
αυξηµένες. 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα  12. Βράγχια λαβρακιού που εκτέθηκε σε 1500 ppm διφθοροβενζουρόνης, πρώτη 
δειγµατοληψία (24h). Εκτεταµένες µεταθανάτιες αλλοιώσεις του ιστού. Μεγέθυνση X 200. 
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Εικόνα   13. Βράγχια λαβρακιού που δεν εκτέθηκε σε διφθοροβενζουρόνη, 2η δειγµατοληψία (96h). 
Φυσιολογική εµφάνιση βραγχιακών νηµατίων µε εστίες αποκόλλησης του αναπνευστικού επιθηλίου 
(βέλη). Μεγέθυνση X200. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 14. Βράγχια λαβρακιού που εκτέθηκε σε 1000 ppm διφθοροβενζουρόνης, πρώτη 
δειγµατοληψία. Έντονη εκτεταµένη υπερπλασία και υπερτροφία των δευτερογενών βραγχιακών 
νηµατίων. Μεγέθυνση X200.  
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Εικόνα 15. Βράγχια λαβρακιού που εκτέθηκε σε 500 ppm διφθοροβενζουρόνης, δεύτερη 
δειγµατοληψία. Έντονη εκτεταµένη υπερπλασία και υπερτροφία των δευτερογενών βραγχιακών 
νηµατίων. Μεγέθυνση ×100. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 
 
 
 
Στην σύγχρονη κοινωνία επικρατεί ανησυχία για τις επιπτώσεις που έχουν τα 
εντοµοκτόνα στους διάφορους οργανισµούς και κατ’ επέκταση στο περιβάλλον. Οι 
επιστηµονικές µελέτες προσανατολίζονται στην αναζήτηση ουσιών µε τις λιγότερες 
δυνατές επιπτώσεις στο περιβάλλον. Η παρούσα εργασία µελετά τις επιπτώσεις από 
τη χρήση της χηµικής ουσίας διφθοροβενζουρόνης σε δύο είδη φυκιών 
(Ηaematococcus pluvialis και το Ιsochrysis galbana) και σε νύµφες λαβρακίου. Η 
διφθοροβενζουρόνη ανήκει σε µια κατηγορία εντοµοκτόνων που δρουν ως ρυθµιστές 
της ανάπτυξης των εντόµων και τα τελευταία χρόνια βρίσκει ευρεία εφαρµογή. 
Συγκεκριµένα, η διφθοροβενζουρόνη δρα αναστέλλοντας την σύνθεση της χιτίνης, η 
οποία αποτελεί βασικό συστατικό της επιδερµίδας των εντόµων, συµµετέχοντας στην 
κατασκευή του εξωσκελετού (Marx, 1977). Μέχρι στιγµής, οι περισσότερες έρευνες 
(Eisler, 2007) δείχνουν ότι η διφθοροβενζουρόνη επηρεάζει ελάχιστα τα θηλαστικά, 
έχει µικρή συγκέντρωση στην τροφική αλυσίδα (Schooley and Quistad 1979), 
παραµένει σταθερή στα φυλλώµατα και σπάνια παραµένει για µεγάλες περιόδους στο 
χώµα ή το νερό (Marx 1977, Ivie 1978, Schaefer et al., 1980). Παρ’ όλα αυτά 
υπάρχουν και άλλοι οργανισµοί, εκτός των εντόµων, όπως τα µαλακόστρακα, που 
συνθέτουν χιτίνη και δεν αποτελούν στόχους του συγκεκριµένου εντοµοκτόνου, 
επηρεάζονται, όµως, αρνητικά (ανάπτυξη, επιβίωση, αναπαραγωγή, συµπεριφορά, 
αναγέννηση άκρων και άλλα. (Eisler, 1992) είτε από την ίδια τη διφθοροβενζουρόνη 
(Marx 1977, Christiansen 1986), είτε από τους µεταβολίτες της ουσίας (2,6-
διφθοροβενζοικό οξύ, 4-χλωροφαινυλουρία, 2,6-διφθοροβενζαµίδη και 4- 
χλωροανιλίνη). Επίσης, δεν είναι γνωστές οι επιδράσεις των παραπάνω ουσιών σε 
πλήθος οργανισµών, µε αποτέλεσµα να προκύπτει η ανάγκη µελέτης των επιδράσεων  
αυτών. 
Στην παρούσα εργασία, µελετήθηκε η επίδραση της διφθοροβενζουρόνης σε δύο 
µικροφύκη που χρησιµοποιούνται ευρύτατα στις θαλάσσιες υδατοκαλλιέργειες, το 
Ηaematococcus pluvialis και το Ιsochrysis galbana. Και τα δύο είδη µικροφυκών που 
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µελετήθηκαν χρησιµοποιούνται ως τροφή για όλα τα στάδια ανάπτυξης των δίθυρων 
µαλακίων, για τα προνυµφικά είδη ορισµένων ειδών καρκινοειδών και για κάποια 
πρώιµα στάδια ανάπτυξης συγκεκριµένων ειδών ψαριών, ενώ συνήθως 
καλλιεργούνται και ως καθαρά στελέχη (µονοκαλλιέργεια) σε εντατικά συστήµατα. 
Τα αποτελέσµατα της µελέτης δείχνουν ότι υψηλές συγκεντρώσεις της 
διφθοροβενζουρόνης στο νερό (500 ppm), µειώνουν (p<0.05) την αύξηση των  
προαναφερθέντων µικροφυκών. Συγκεκριµένα για τον αιµατόκοκκο στις 24 h, ο 
αριθµός των κυττάρων στη συγκέντρωση των 500 ppm διφθοροβενζουρόνης ήταν 
83.333 κύτταρα/ml  ενώ στους µάρτυρες ήταν 22.083 κύτταρα/ml. Αντίστοιχα, στις 
96 h στην συγκέντρωση των 500 ppm διφθοροβενζουρόνης, ο αριθµός των κυττάρων 
ήταν 12.083 κύτταρα/ml ενώ στους µάρτυρες ήταν 33.750 κύτταρα/ml. Για το 
Isocrysis galbana στις 24 h, ο αριθµός των κυττάρων στην συγκέντρωση των 500 
ppm  διφθοροβενζουρόνης  ήταν 46.250 κύτταρα/ml, ενώ o αριθµός κυττάρων στα 
control ήταν 11.430 κύτταρα/ml. Μεγαλύτερη διαφορά του αριθµού των κυττάρων 
ανάµεσα στην συγκέντρωση των 500 ppm διφθοροβενζουρόνης και στα control 
φαίνεται στις 48 h, όπου ο αριθµός κυττάρων στη συγκέντρωση των 500 ppm 
διφθοροβενζουρόνης  ήταν 90.275 κύτταρα/ml, ενώ για τους µάρτυρες  ήταν 18.583 
κύτταρα/ml. Στη συγκέντρωση των 500 ppm και στα δύο µικροφύκη, παρατηρήθηκαν 
παραµορφωµένα κύτταρα, καθώς και πολυάριθµα κυτταρικά ράκη, τα οποία είναι 
τµήµατα των κατεστραµµένων κυττάρων. Παράλληλα, αρκετά κύτταρα του 
Haematococcus pluvialis χρωµατίστηκαν κόκκινα από την συγκέντρωση 
ασταξανθίνης, η οποία παράγεται όταν υπάρχουν συνθήκες δυσµενείς για την 
ανάπτυξη του αιµατόκοκκου και προσδίδει το κόκκινο χρώµα στα κύτταρά του 
(Suseela, 2005). Το τελευταίο γεγονός αποδεικνύει την δυσµενή επίδραση της 
διφθοροβενζουρόνης στο συγκεκριµένο µικροφύκος στις πολύ υψηλές συγκεντρώσεις 
(500 ppm). Στις χαµηλότερες συγκεντρώσεις (25 ppm έως 100 ppm) δεν 
παρατηρήθηκαν αξιοσηµείωτες µεταβολές στην αύξηση των κυττάρων των δύο 
µικροφυκών. Οι Rouabhi et al., (2007) ισχυρίζονται οτι η διφθοροβενζουρόνη 
ελαττώνει την αύξηση του µικροφύκους Tetraselmis suecica και αυτό οφείλεται στην 
ενσωµάτωση της ουσίας στο RNA του κυττάρου του µικροφύκους. Επίσης, οι ίδιοι 
ερευνητές παρατήρησαν ότι σε µεγάλες συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης 
µειωνόταν η κατανάλωση οξυγόνου απο τα µικροφύκη, γεγονός που ενισχύει την 
άποψή τους για ελάττωση της αυξησης του µικροφύκους Tetraselmis suecica. Οι 
Soltani et al., (1996) βρήκαν ότι στο Tenebrio molitor η διφθοροβενζουρόνη δρα 
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µειώνοντας την αύξηση και την αναπαραγωγή του. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, η 
επίδραση της διφθοροβενζουρόνης στα εξεταζόµενα µικροφύκη της παρούσας 
εργασίας φαίνεται να είναι όµοια µε εκείνη του Tetraselmis suecica.  
Το λαβράκι µαζί µε την τσιπούρα αποτελούν τα δύο πιο σηµαντικά εκτρεφόµενα 
είδη της θαλάσσιας υδατοκαλλιέργειας και η Ελλάδα µία από τις σηµαντικότερες 
παραγωγούς χώρες. Η εξέταση της επίδρασης της διφθοροβενζουρόνης σε γόνο 
λαβρακίου, κατέδειξε αρνητικές επιπτώσεις στις πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις της 
ουσίας (1.500 ppm και 1.000 ppm), αφού επήλθε θάνατος όλων των ατόµων του 
πληθυσµού κατά τη διάρκεια του πρώτου εικοσιτετραώρου. Αρνητικές επιπτώσεις 
παρατηρήθηκαν και στη µικρότερη συγκέντρωση (500 ppm), κυρίως στο πρώτο 
εικοσιτετράωρο, ενώ τις επόµενες ηµέρες δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές αλλαγές. 
Από ανάλογες έρευνες, που µελέτησαν την επίδραση της διφθοροβενζουρόνης σε 
νύµφες ιριδίζουσας πέστροφας και σολοµού, προέκυψε ότι σε συγκέντρωση 150.000 
ppb και σε θερµοκρασία νερού 11±1 οC, δεν παρατηρήθηκαν θάνατοι µετά απο 96 
ώρες έκθεσης στη διφθοροβενζουρόνη (McKague and Pridmore, 1978). Επίσης, οι 
ίδιοι ερευνητές δεν διαπίστωσαν θανάτους των ίδιων ψαριών ακόµα και σε 
συγκέντρωση 1 g/l διφθοροβενζουρόνης επί 15 λεπτά. Οι Julin and Sanders (1978) 
µελέτησαν την επίδραση της διφθοροβενζουρόνης σε νύµφες πέστροφας βάρους 1,2 
g, όταν αυτές εκτέθηκαν σε διφθοροβενζουρόνη µε συγκέντρωσης  240.000 ppb στο 
νερό θερµοκρασίας 12 οC. Οι ίδιοι ερευνητές στην ίδια εργασία αναφέρουν  ότι ο 
µισός πληθυσµός πέθανε στις 96 ώρες (96 h-LC50) µε δόση διφθοροβενζουρόνης ίση 
µε 240.000 ppb. Επίσης, είναι γνωστό ότι τα ψάρια µπορούν να συγκεντρώνουν στο 
σώµα τους τη διφθοροβενζουρόνη έως και 160 φορές περισσότερο από την 
συγκέντρωση της στο περιβάλλον νερό, αλλά την αποβάλλουν πολύ γρήγορα 
(Schaefer et al, 1980). Η ιστολογική εικόνα των βραγχίων των ψαριών, της παρούσας 
µελέτης, που εκτέθηκαν στις διαφορετικές συγκεντρώσεις διφθοροβενζουρόνης, 
δείχνει ότι η ουσία προκαλεί αλλοιώσεις στα βράγχια των ψαριών και πιθανότατα σε 
αυτές να οφείλεται και ο θάνατος των ψαριών που εκτέθηκαν στις υψηλότερες 
συγκεντρώσεις του εντοµοκτόνου. Θα πρέπει να σηµειωθεί, όµως, ότι µιας και 
χρησιµοποιήθηκε το εµπορικό σκεύασµα Dimilin, το οποίο περιέχει και έκδοχα, η 
δράση κάποιων από αυτά στα βράγχια των ψαριών δεν µπορεί να αποκλειστεί.   
Συµπερασµατικά, η παρούσα εργασία αναδεικνύει αρνητική επίδραση της 
διφθοροβενζουρόνης στην ανάπτυξη του πληθυσµού των µικροφυκών που 
µελετήθηκαν (Ηaematococcus pluvialis και Ιsochrysis galbana) και στην 
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επιβιωσιµότητα των νυµφών του λαβρακίου, στις υψηλές συγκεντρώσεις 
διφθοροβενζουρόνης. Πρέπει όµως να υπογραµµισθεί ιδιαίτερα ότι οι επιδράσεις  
αυτές παρατηρήθηκαν σχεδόν µόνο στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις που 
χρησιµοποιήθηκαν για τον πειραµατισµό αυτό (500 ppm για τα µικροφύκη και 1500 – 
1000 ppm για τα ψάρια). Επίσης, παρόλο που η συγκέντρωση ήταν πολύ υψηλή, δεν 
διακόπηκε εντελώς ο πολλαπλασιασµός των φυκιών. Γενικά, τόσο υψηλές 
συγκεντρώσεις θεωρείται αδύνατον να βρεθούν στη φύση σε εκτεταµένη έκταση 
κάποιας φυσικής υδατοσυλλογής. Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι 
συγκεντρώσεις αυτές για να διερευνηθούν τα όρια αντοχής των οργανισµών που 
µελετήθηκαν. Παρατηρείται, λοιπόν, και βάσει της σχετικής βιβλιογραφίας, ότι, αν 
και η διφθοροβενζουρόνη είναι µια σχετικά σταθερή ουσία, η τοξικότητα της είναι 
χαµηλή έως και ασήµαντη ιδίως για τους οργανισµούς που δεν έχουν ανάγκη να 
συνθέσουν χιτίνη. Οι µεταβολίτες της πιθανότατα αποτελούν σοβαρότερο πρόβληµα 
για τους οργανισµούς από την ίδια την ουσία. 
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